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RIASSUNTO.  Le patologie a carico dell‟apparato mammario, specialmente di carattere infettivo, rappresentano 
ancora uno dei principali problemi dell‟allevamento bovino da latte e, nonostante decenni di ricerche, continuano 
ad essere una delle principali cause di perdite economiche, a causa della continua evoluzione delle tecniche di 
allevamento e della notevole capacità di adattamento alle nuove situazioni epidemiologiche degli agenti patogeni. 
La possibilità di eseguire una diagnosi precoce di mastite cliniche e subcliniche attraverso metodi semplici e 
fruibili in campo, risulta ad oggi un ramo di investigazione scientifica estremamente importante. Scopo del 
presente lavoro è stato quello di valutare aspetti diagnostici e microbiologici su bovine con almeno un quarto 
positivo al California Mastitis Test (CMT), ma in assenza di alterazioni all‟Esame Obiettivo Particolare (EOP) 
dell‟apparato mammario, dunque con presuntiva mastite subclinica. Sono stati inclusi 39 animali e 156 quarti di 
bovini in lattazione di un allevamento intensivo. Per ciascun quarto sono stati valutati il CMT ed è stato eseguito 
un esame batteriologico completo, con la valutazione del pH e l‟identificazione dei microrganismi coinvolti. I 
risultati ottenuti sono stati espressi come prevalenze sul totale di animali e quarti inclusi. E‟ stata valutata la 
distribuzione dei dati del pH con il test di Kolmogorov-Smirnov ed è stato poi applicato il test di Spearman per la 
valutazione di eventuali correlazioni fra alterazioni di pH e alterazioni microbiologiche dei campioni di latte. I 
risultati ottenuti hanno confermato la validità del CMT come test di screening per la mastite subclinica in campo 
e il ruolo di gold standard diagnostico per l‟esame batteriologico dei campioni di latte. Non sono state evidenziate 
correlazioni fra alterazioni del pH e esame batteriologico, confermando che il pH non risulta un metodo di 
indagine valide per le mastiti bovine. La popolazione batterica maggiormente isolata è stata rappresentata da 
Stafilococchi coagulasi negativi, a conferma di quanto riportato in letteratura che le mastiti subcliniche 
maggiormente diffuse nell‟allevamento bovino siano quelle di tipo “ambientale”, causate dai suddetti 
microrganismi. Parole chiave: bovina da latte, diagnosi, mastite, microbiologia. 
 
SUMMARY. Diseases of the udder, especially infectious diseases such as mastitis, still represent one of the main 
dairy industry problems. Despite decades of research, mastitis still remain on of the major causes of economic 
losses, due to the continuing evolution of breeding techniques and the ability of pathogens to adapt to new 
epidemiological situations. Finding an early method of diagnosis for clinical and subclinical mastitis in field, 
would be the goal of next scientific investigation. The aim of this work was to evaluate diagnostic and 
microbiological aspects of bovine milk samples in cows with at least one quarter positive to California Mastitis 
Test (CMT), but no alterations to the mammary gland examination. Thirty-nine lactating cows from an intensive 
dairy farm were included in the present study, with a total of 156 quarters sampled. Each milk sample were 
evaluated with CMT and were submitted for a complete microbiological examination. Microbiological 
examination included evaluation of pH and identification of microorganisms involved. The results obtained were 
expressed as prevalences. Data distribution for pH results was evaluated with the Kolmogorov-Smirnov. Then, a 
Spearman test was applied in order to assess any correlations between alteration of pH values and microbiological 
changes in milk samples. The results obtained confirmed the validity of CMT as a screening test for subclinical 
mastitis in the field and the role of bacteriological examination as a diagnostic gold standard test for mastitis. No 
correlations were found between pH changes and bacteriological results, confirming that pH value is not a good 
method for investigation of bovine mastitis. Coagulase-negative Staphylococcus spp. was the major bacterial 
population isolated in our samples, confirming that these bacteria still remain the most widespread etiological 
agents of subclinical mastitis in cows. Key words: dairy cow, diagnosis, mastitis, microbiological examination. 
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Capitolo 1 – Le mastiti bovine 
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1.1 Introduzione 
 
Con il termine mastite viene indicato il processo infiammatorio a carico dell‟apparato 
mammario che si manifesta con modificazioni delle caratteristiche fisico-chimiche 
del latte e/o alterazioni del tessuto ghiandolare (Bradley, 2002).  
La mastite è una patologia assai complessa; diverse sono, infatti, le cause che 
possono concorrere al suo manifestarsi e diversi sono i gradi di gravità con cui si può 
presentare, così come la sua durata e le alterazioni che evidenzia (Savoini et al, 
2012).  
La mastite può essere considerata la principale patologia, insieme a quelle 
dell‟apparato riproduttore, nell‟allevamento del bovino da latte. Inoltre, il  
trattamento terapeutico di tale affezione, risulta essere uno delle principali cause, se 
non la primaria, della somministrazione di antibiotici in questi animali (Pol e Ruegg, 
2007). L‟aumento dell‟incidenza di mastiti è dovuto alla crescita delle dimensioni 
degli allevamenti, al progressivo affollamento delle stalle, all‟aumento della 
produzione media, al necessario aumento della sostanza ingerita, all‟incremento della 
sostanza organica immessa nell‟ambiente e alla pressione genetica. Le perdite 
economiche sono difficili da stabilire considerando il fatto che molti casi si 
presentano in forma sub-clinica e pertanto non sono facilmente identificabili e 
quantificabili. La mastite incide sulla perdita di guadagno dell‟allevatore nei seguenti 
modi (Savoini et al, 2012): 
- 70% con il calo di produzione di latte; 
- 14% con i casi di morte e di rimonta precoce; 
- 8% con lo scarto di latte per i trattamenti; 
- 8% con i costi dei farmaci e del veterinario. 
 
Nella valutazione dei costi vanno considerati quelli diretti, riconducibili a spese 
veterinarie, manodopera aziendale, farmaci, riduzione della produzione del latte e 
latte eliminato; sia i costi indiretti, correlati all‟aumento di patologie associate alla 
mastite, in particolare legate alla riproduzione e all‟aumento del rischio di mortalità 
degli animali interessati (Tabella 1.1) (Savoini et al., 2012).  
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COSTI DIRETTI COSTI INDIRETTI 
Spese veterinarie Aumento patologie associate 
Spese manodopera aziendale Aumento inter-parto 
Spese farmaci Aumento tasso rimonta 
Riduzione produzione latte Aumento  n.ro inseminazioni 
Aumento latte eliminato dal commercio Aumento rischio mortalità 
Tabella 1.1: Costi diretti ed indiretti legati alla mastite (Savoini et al., 2012). 
 
Secondo studi effettuati in allevamenti della Gran Bretagna, il costo diretto di una 
mastite lieve è di 127 €, considerando che la diagnosi e la terapia sia effettuata 
direttamente dall‟uomo di stalla e non dal veterinario. In genere gli animali affetti 
possono presentare anche altri problemi, che incidono per ulteriori 29 €, per un totale 
di 156 € ad animale. Il costo sale a 253 € se l‟animale deve essere riformato. In caso 
di mastite acuta, invece, va quantificato l‟intervento del veterinario, oltre al maggiore 
calo di produzione lattea, per un totale di 407 € inoltre se l‟animale deve essere 
riformato il costo a carico dell‟azienda sale a 703 €. Nel caso di una mastite iper-
acuta, che in genere è difficile da risolvere, il costo totale si aggira a 2500 € 
(Esslemont et al., 2002). 
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1.2 Epidemiologia  
 
Attualmente la mastite rappresenta uno dei problemi più rilevanti per l‟allevamento 
della bovina da latte (QdR Mastfield, 2014), risultando la tipologia di infezione più 
frequente in questi animali,oltre ad essere una delle cause primarie di perdite 
economiche in questo settore (Sepulveda-Varas et al, 2014). 
In Italia, il settore della bovina da latte rappresenta uno dei più sviluppati all‟interno 
della filiera agroalimentare, con 50.337 allevamenti distribuiti su tutto il territorio 
nazionale. La Lombardia, coprendo da sola il 40% della produzione di latte italiano, 
è la regione più rappresentativa di questo settore, presentando circa 3.465 realtà 
aziendali operanti sul territorio, per un totale di 535.000 bovine di razza Frisona con 
una produzione media di 9.675 kg latte/capo (ANAFI, 2012).   
Un‟indagine recente condotta su 125 allevamenti  ha messo in luce la distribuzione 
dei fenomeni di mastite clinica nelle aziende considerate, come rappresentato nella 
figura (Tabella 1.2) sottostante, evidenziando che oltre il 60% di queste hanno una 
frequenza di mastiti cliniche per mese maggiore del 2%, valore riconosciuto come 
massimo accettabile per gli allevamenti (Zecconi et al, 2010). 
 
Tabella 1.2: percentuale mensile di casi di mastite clinica in diverse aziende italiane (Zecconi et 
al, 2010). 
 
Il costo medio delle mastiti cliniche nel nostro Paese risulta maggiore rispetto ai dati 
relativi agli U.S.A e all‟U.E. riportati in letteratura, aggirandosi intorno ad un costo 
medio di 177€/caso (Zecconi e Bella, 2013), valore che presenta una elevata 
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variabilità tra le diverse Regioni; a questo livello, i costi associati ad ogni caso di 
mastite clinica risultano i seguenti (Zecconi e Bella, 2013): 
 Lazio: 265 €/caso; 
 Emilia: 253,8 €/caso; 
 Veneto: 246 €/caso; 
 Lombardia: 240,6 €/caso; 
 Trentino: 210,6 €/caso; 
 Sardegna: 204,9 €/caso; 
 Puglia: 187,2 €/caso; 
 Sicilia: 147 €/caso; 
 Calabria: 134,8 €/caso. 
 
Da un punto di vista epidemiologico, in letteratura sono pochi gli studi riportanti la 
distribuzione delle mastiti sul territorio italiano; una delle indagini disponibili 
sull‟argomento (Zecconi e Piccinini, 2009), eseguita su circa 160.000 quarti 
mammari di bovine provenienti da aziende del Nord Italia,  ha evidenziato la 
seguente distribuzione delle infezioni (Zecconi, 2013): 
 per quanto riguarda la frequenza degli agenti eziologici riscontrati in corso di 
mastiti subcliniche, sono emersi i seguenti dati: 
- Streptococchi ambientali: 36% 
- Stafilococchi CNS: 31% 
- S. aureus: 18% 
- Coliformi: 9% 
- Streptococcus agalactiae: 3% 
- Corynebacterium bovis: 2% 
- altro: 1% 
 sempre dallo stesso studio, sono risultate le seguenti frequenze per gli agenti 
eziologici isolati in caso di mastite clinica: 
- campioni negativi: 30% 
- Streptococchi ambientali: 25% 
- Coliformi: 23% 
- Stafilococchi CNS: 8% 
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- patogeni contagiosi: 6% 
- altro: 8% 
 
Un‟altra indagine, svolta all‟interno del progetto “Filiera AQ” su 150 aziende situate 
sul territorio di Puglia, Calabria, Basilicata, Sardegna e Sicilia, ha riportato le 
seguenti frequenze di isolamento da campioni positivi (Zecconi, 2013): 
- Stafilococchi CNS: 87% 
- S. aureus: 59% 
- Streptococchi ambientali: 57% 
- S. agalactiae: 16% 
- Prototheca spp.: 6% 
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1.3 Eziologia 
 
Gli agenti eziologici coinvolti nell‟insorgenza del processo mastitico sono molteplici 
e di differente natura; tra questi, vengono annoverate oltre 150 specie diverse 
(Bradley et al, 2012). 
Quelli che risultano rivestire maggiore rilevanza nelle mastiti della specie bovina, 
sono gli agenti eziologici di natura batterica (Menzies et al, 2001).  
In generale, i diversi patogeni coinvolti possono essere classificati secondo diversi 
criteri; tenendo in considerazione l‟eziologia e la modalità di trasmissione, i 
microrganismi coinvolti possono essere suddivisi in (Edmondson et al, 2004): 
 Batteri contagiosi,  
 Batteri ambientali,  
 Batteri opportunisti,  
 Patogeni mammari non comuni. 
 
Per quanto questa classificazione possa apparire fin troppo semplicistica, date le 
attuali innumerevoli tecniche di identificazione dei microrganismi, risulta ancora 
essere di particolare utilità e praticità, principalmente per l‟orientamento delle 
indagini sui fattori di rischio relativi ad una mandria e per la formulazione di piani di 
controllo (Ruegg e Erskine, 2015).  
 
Nella categoria dei  batteri contagiosi, sono inseriti tutti quei microrganismi che 
presentano un elevato tropismo per il tessuto mammario. Questa categoria di 
patogeni dimostra un‟elevata resistenza e un‟alta prolificità quando si trova a 
contatto con la ghiandola mammaria, al contrario, si presenta particolarmente 
delicata e sensibile quando si ritrova nell‟ambiente esterno. La principale fonte di 
contagio per questi batteri è il contatto diretto delle mammelle dei soggetti sani con il 
latte infetto. Nella realtà dell‟allevamento della bovina da latte, la principale fonte di 
diffusione dell‟infezione tra i componenti della mandria risulta essere la mungitura e 
tutte le attività ad essa correlate. Le principali specie che rientrano in questa 
categoria sono:  
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- Streptococcus agalactiae,  
- Staphylococcus aureus,  
- Corynebacterium bovis,  
- Mycoplasma spp. 
  
All‟interno della categoria dei batteri ambientali, sono inseriti quei batteri per i quali, 
al contrario dei precedenti, il reservoir principale è rappresentato dall‟ambiente 
esterno. Questi patogeni trovano il loro habitat naturale nella realtà dell‟allevamento, 
ritrovandosi principalmente nel suolo, nelle falde acquifere contaminate, nelle 
deiezioni degli animali stessi e nella lettiera. Queste rappresentano le principali fonti 
di contagio e diffusione di questi microrganismi; l‟infezione delle mammelle di 
animali sani con questi batteri avviene non durante la mungitura, ma piuttosto nel 
tempo che intercorre tra due mungiture consecutive, periodo nel quale il capezzolo si 
presenta più esposto e suscettibile alla colonizzazione da parte di germi ambientali, 
trovandosi a diretto contatto con le deiezioni o la lettiera.  
Appartengono a questo gruppo: 
- Streptococcus uberis,  
- Streptococcus dysgalactiae,  
- altri streptococchi (S. parauberis, S. equinus, S. canis..),  
- Escherichia coli,  
- Coliformi, 
- Actynomices pyogenes.  
 
I patogeni opportunisti sono quei batteri che risiedono normalmente sull‟epidermide 
degli animali e nell‟ambiente; tendenzialmente non rappresentano un rischio per la 
salute dell‟animale, ma possono aumentare il loro grado di patogenicità in seguito a 
modificazioni dello stato immunitario del soggetto. Stati di immunosoppressione 
marcata e/o prolungata rappresentano il principale fattore di rischio per questo tipo di 
patogeni. A questa categoria di batteri appartengono diverse specie di Stafilococchi, 
accomunati dalla caratteristica di produrre colonie coagulasi-negative (vengono 
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anche denominati Stafilococchi Coagulasi-Negativi CNS). La principali specie 
coinvolte sono: 
- Staphylococcus epidermidis,  
- Staphylococcus chromogenes,  
- Staphylococcus haemolyticus,  
- altri stafilococchi. 
Tra i patogeni mammari non comuni si annoverano un gruppo di agenti eziologici di 
diversa natura, che solo sporadicamente possono determinare gravi mastiti.  In 
genere, questi eventi interessano solo pochi animali della mandria e risultano ben 
manifesti e prontamente individuabili. Generalmente le mastiti causate da questo 
gruppo di patogeni risponde scarsamente alla somministrazione di antibiotici e, 
spesso, l‟alternativa terapeutica più valida risulta essere la progressiva 
identificazione e riforma dei soggetti interessati. Questi patogeni sono: 
- Pseudomonas aeroginosa,  
- Actinomyces piogenes,  
- Nocardia spp.,  
- Micoplasmi spp.,  
- Lieviti, miceti e alghe (Candida spp, Trichosporon beigelii, Prototheca 
zoopfii). 
 
Una seconda tipologia di classificazione prende in considerazione la capacità dei 
microrganismi di infettare primariamente la ghiandola mammaria, 
indipendentemente dall‟influenza di fattori esterni; in base a quest‟ultima, possono 
essere suddivisi in: 
 Patogeni Maggiori, 
 Patogeni Minori. 
 
Nei Patogeni Maggiori rientrano quei microrganismi che colonizzano primariamente 
la mammella e che sono in grado di dare origine ad un‟infezione in questa sede a 
prescindere dall‟influenza di fattori esterni. Le principali specie coinvolte sono: 
- tutti i patogeni contagiosi, 
17 
 
- i coliformi, 
- Actinomyces piogenes. 
 
La categoria dei Patogeni Minori comprende, invece, tutti quei patogeni che non 
sono in grado di dare origine ad un‟infezione mammaria in maniera autonoma, ma 
che hanno la necessità dell‟ausilio di alcuni fattori predisponenti e condizionanti. Tra 
questi sono annoverati: 
- gli Stafilococchi Coagulasi-Negativi (CNS), 
- gli Streptococchi ambientali. 
 
La prevenzione delle mastiti si basa fondamentalmente sull'adozione di una strategia 
di controllo che preveda un approccio multilaterale al problema, primariamente 
incentrato sull‟igiene dell'ambiente, su una corretta pratica di mungitura, sulla 
gestione sanitaria dell'asciutta, sul monitoraggio dello stato sanitario della mammella 
e sul corretto impiego dei farmaci antimastitici. 
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1.4 Patogenesi 
 
1.4.1 Anatomia della ghiandola mammaria (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Per poter comprendere in pieno la patogenesi delle mastiti, è necessario tenere in 
considerazione la struttura anatomica propria della ghiandola mammaria. 
La mammella bovina è composta da quattro unità distinte, denominate quarti; 
ciascun quarto si presenta ben distinguibile dai circostanti e termina con il suo 
proprio capezzolo. 
Le cellule adibite alla produzione del latte, denominate cellule epiteliali mammarie, 
sono disposte all‟interno della ghiandola a formare centinaia di alveoli, ognuno con il 
proprio lume centrale; è proprio l‟alveolo a risultare l‟unità funzionale della 
ghiandola mammaria. Nel tessuto sano, le cellule che compongono l‟alveolo sono 
connesse tra loro da giunzioni serrate, in modo da formare  una barriera 
impermeabile tra il  latte prodotto e la circolazione sanguigna ed impedire, così, lo 
scambio di ioni tra i due comparti ed un‟eventuale alterazione del secreto. 
Dagli alveoli, il latte viene progressivamente convogliato alle cisterne, tramite dei 
dotti di diametro crescente, i dotti galattofori. Da qui, durante la fase di eiezione, il 
secreto latteo verrà espulso dall‟orifizio del capezzolo passando attraverso il canale 
papillare.  
Alla base del meccanismo di eiezione lattea si trova un riflesso neuro-ormonale: la 
manipolazione diretta della mammella dell‟animale durante le attività che precedono 
la mungitura vera e propria (eliminazione dei primi getti di latte, predipping del 
capezzolo, asciugatura del capezzolo) genera una stimolazione dei recettori sensoriali 
pressori presenti nella cute della ghiandola; questa stimolazione induce il rilascio di 
un ormone da parte della ghiandola pituitaria (ipofisi) della bovina, l‟ossitocina. 
Quando l‟ossitocina raggiunge per via ematica la ghiandola mammaria, si lega alle 
cellule mioepiteliali presenti attorno agli alveoli, generandone la contrazione; tale 
contrazione determina un aumento di pressione lungo tutte le vie di escrezione del 
latte che esita con l‟eiezione lattea attraverso l‟orifizio del capezzolo. 
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1.4.2 Meccanismi di difesa della ghiandola mammaria (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
In un animale sano, la ghiandola mammaria presenta diverse tipologie di  
meccanismi di difesa attivi contro la penetrazione, l‟adesione e la moltiplicazione dei 
microrganismi esterni.  
Questi meccanismi coinvolgono a diversi livelli sia l‟immunità di tipo innato, che 
l‟immunità acquisita dell‟animale; in maniera semplicistica, possono essere così 
suddivisi (Sordillo et al, 1997; Bradley et al, 2012): 
 barriere anatomiche/fisiche, 
 difese di tipo cellulare, 
 difese di tipo umorale/solubile. 
 
Le barriere di tipo anatomico sono dei meccanismi di difesa di natura fisica che si 
oppongono principalmente alla penetrazione dei microrganismi nel canale del 
capezzolo e alla loro adesione alla mucosa. La prima di queste che si ritrova, è la 
presenza, a livello dell‟orifizio del capezzolo di uno sfintere, la cui perfetta chiusura 
impedisce fisicamente l‟entrata di contaminanti all‟interno del lume. In aggiunta a 
questa prima barriera, di fondamentale importanza risulta la continua ed elevata 
produzione, da parte delle cellule epiteliali del canale papillare, della cheratina. 
Quest‟ultima riveste interamente il canale papillare, proteggendolo dall‟adesione dei 
microrganismi, che, invece di aderire direttamente alle cellule epiteliale, aderiscono 
agli ultimi strati cheratinizzati dell‟epitelio, costantemente eliminati durante 
l‟eiezione lattea e, successivamente, rinnovati. Un qualsiasi ritardo o difetto nella 
cheratinizzazione dell‟epitelio del canale papillare è direttamente associato ad un 
aumento del rischio di infezioni intramammarie. 
 
I meccanismi di difesa di tipo cellulare comprendono principalmente le attività 
correlate all‟intervento di quattro linee cellulari: i neutrofili, i macrofagi e i linfociti e 
le cellule epiteliali della ghiandola mammaria; durante gli episodi mastitici sono, per 
l‟appunto, queste le tipologie cellulari che si riscontrano, in differenti percentuali, 
all‟interno del secreto latteo, la cui concentrazione totale può essere misurata tramite 
la Conta delle Cellule Somatiche (SCC). 
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- i neutrofili, sono la linea cellulare principalmente presente all‟interno del latte 
mastitico. Il loro intervento è di fondamentale importanza per l‟instaurarsi di una 
pronta ed adeguata risposta immunitaria, che garantisca la rapida eliminazione 
degli agenti patogeni dalla ghiandola mammaria. L‟azione dei neutrofili nella 
protezione della mammella si esplica principalmente attraverso quattro attività: il 
reclutamento dei neutrofili, la loro capacità di fagocitosi, la capacità di uso dei 
sistemi antimicrobici e, infine, l‟apoptosi neutrofilica. Quando i microrganismi 
penetrano all‟interno della mammella, la loro interazione con i macrofagi tissutali 
e le cellule epiteliali provoca l‟attivazione dei meccanismi dell‟immunità innata, 
causando il rilascio di fattori chemio tattici nei confronti dei neutrofili. Tra queste 
sostanze, di particolare importanza per la chemiotassi neutrofilica risultano essere  
l‟interleuchina-8 (IL-8) e il fattore del complemento C5a. La presenza di questi 
fattori pro infiammatori nel torrente circolatorio, genera una serie di reazioni a 
cascata, che esitano nella modificazione della permeabilità dell‟endotelio 
capillare e la successiva diapedesi neutrofilica. Durante la diapedesi e la 
chemiotassi i neutrofili diventano “attivati”; l‟attivazione di queste cellule, 
consiste nell‟aumento dell‟espressione di alcuni recettori di membrana deputati 
all‟implementazione dell‟attività di fagocitosi. Il legame con questi recettori 
determina l‟estensione degli pseudopodi del neutrofilo, tramite i quali l‟agente 
esterno viene circondato e progressivamente inserito nel fagosoma. Una volta 
all‟interno del fagosoma, i neutrofili dispongono essenzialmente di due vie 
enzimatiche destinate alla distruzione dei microrganismi: una “Ossigeno (O2) 
Indipendente”, che prevede l‟interazione con dei peptidi cationici con attività 
antibatterica e antifungina, presenti nei granuli citoplasmatici dei neutrofili; e una 
“Ossigeno (O2) Dipendente”, che prevede il coinvolgimento di specie reattive 
dell‟ossigeno (ROS). Entrambe esitano con la lisi del microrganismo. Una volta 
che il neutrofilo ha completato la sua attività di fagocitosi, deve essere 
prontamente eliminato dal sito dell‟infezione; questo avviene tramite il processo 
della morte cellulare programmata (apoptosi). I conseguenti detriti apoptosici 
cellulari verranno, in seguito, smaltiti tramite la fagocitosi macrofagica. 
- i macrofagi e i linfociti sono le linee cellulari predominanti, invece, nel latte 
sano. Come i neutrofili, anche i macrofagi sono destinati alla fagocitosi dei 
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microrganismi e dei detriti dell‟infiammazione; i Linfociti sono, invece, deputati 
alla risposta immunitaria cellulo-mediata. All‟interno del latte si ritrovano 
Linfociti della tipologia B, della tipologia T e cellule Natural-Killer (NK). 
- le cellule epiteliali della ghiandola mammaria rappresentano un punto chiave 
della risposta immunitaria innata; la loro importanza è fondamentale nei 
primissimi stadi dell‟infezione, quando il patogeno entra a contatto con 
l‟organismo ospite. Queste cellule presentano, infatti, la superficie esterna 
ricoperta da particolari recettori, i tool-like receptors, con estrema affinità per 
alcuni determinati superficiali di alcuni microrganismi, come ad esempio per gli 
LPS dei batteri Gram Negativi. Il legame con questi recettori di membrana 
determina il rilascio, da parte delle cellule epiteliali, di mediatori pro 
infiammatori.  
 
Le barriere di tipo umorale/solubile comprendono l‟interazione tra una molteplicità 
di molecole e meccanismi differenti, alcuni dei quali non ancora completamente 
compresi. I principali componenti di questi meccanismi di difesa non cellulari sono: 
le immunoglobuline, la lattoferrina e le citochine.  
L‟importanza delle citochine è determinante per l‟instaurasi di una pronta ed 
adeguata risposta infiammatoria, come precedentemente discusso.  
La lattoferrina è una glicoproteina legante il ferro prodotta dalle cellule epiteliali 
della mammella (e ritrovata anche nei granuli neutrofilici) che si ritrova presente nel 
latte. La sua attività antimicrobica si espleta legando e chelando il ferro presente in 
soluzione nel latte, e impedendone, così l‟utilizzo da parte dei microrganismi ferro 
dipendenti, come ad esempio i Coliformi.  
Le immunoglobuline non sono presenti in elevati quantità nel latte sano, ma 
aumentano la loro concentrazione durante i processi infiammatori. L‟incremento 
delle immunoglobuline di tipo opsonizzante (IgM e IgG2 nel bovino), determina un 
aumento dell‟attività fagocitaria delle cellule infiammatorie; l‟aumento, invece, della 
concentrazione delle immunoglobuline non opsonizzanti (IgG1 e IgA) facilità altre 
attività correlate ad un‟ottimale progressione dell‟infezione, quali: inattivazione delle 
tossine batteriche, agglutinazione batterica, prevenzione dell‟adesione dei 
microrganismi e mediazione dell‟attività citotossica dei linfociti. 
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1.4.3 Patogenesi (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Una volta chiarita l‟anatomia basilare della ghiandola mammaria e i principali 
meccanismi coinvolti nella risposta immunitaria della stessa, la patogenesi degli 
eventi mastitici risulta principalmente legata ad un calo, o un‟alterazione, delle difese 
immunitarie dell‟organismo ospite nei confronti degli agenti patogeni esterni.  
I microrganismi possono raggiungere la sede mammaria attraverso due vie: una via 
discendente, attraverso il torrente ematico; oppure una via ascendente, penetrando 
attraverso il capezzolo.  
Nelle mastiti discendenti, la sede primaria dell‟infezione non è il tessuto mammario, 
ma altri distretti dell‟organismo; da lì, i microrganismi, a seguito di un calo delle 
resistenze generali dell‟ospite, possono essere trasportati fino in sede mammaria 
attraverso la circolazione ematica, dove possono generare un‟infezione secondaria. Il 
manifestarsi di questo tipo di mastiti avviene sempre a seguito di una marcata, e 
spesso irreversibile, compromissione del distretto anatomico sede del processo 
infiammatorio primario e di un marcato decadimento delle condizioni generali del 
soggetto, inserendosi pienamente nel quadro dei segni di una grave infezione 
sistemica; proprio per questi motivi, gli esiti di questi eventi risultano quasi sempre 
nell‟abbattimento dell‟animale coinvolto, piuttosto che nella formulazione di un 
piano terapeutico. 
Le mastiti ascendenti, invece, sono determinate dalla capacità dei microrganismi 
patogeni di superare le barriere anatomiche della mammella, colonizzare il 
parenchima mammario e generare una risposta immunitaria. Questi eventi possono 
essere influenzati da una molteplicità di fattori differenti, quali, ad esempio: stato 
immunitario dell‟ospite; integrità anatomica della ghiandola mammaria della bovina 
e, soprattutto, del capezzolo; patogenicità e tropismo del microrganismo infettante; 
igiene generale dell‟allevamento, delle strutture e del personale dell‟azienda; 
gestione dell‟azienda e delle operazioni correlate alla mungitura. Questo tipo di 
mastiti rappresentano la casistica maggiore, per quanto riguarda la patogenesi di 
queste infezioni. 
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1.5 Classificazione 
 
Con il termine mastite viene indicato il processo infiammatorio a carico del 
parenchima ghiandolare mammario, con o senza la compartecipazione della cute 
della mammella; sempre a carico della ghiandola mammaria possiamo riscontrare 
anche altri tipi di flogosi: la telite, infiammazione che interessa tutta la stratigrafia 
del capezzolo; la cisternite, flogosi che si limita alla mucosa del capezzolo; e la 
galattoforite, infiammazione dei dotti galattofori della mammella (Rosenberger, 
1993). 
La patologia può manifestarsi attraverso una moltitudine di quadri clinici, che 
possono differire per molteplici aspetti, quali, ad esempio, durata della malattia, 
presenza o assenza di segni clinici, intensità dei segni clinici, presenza ed intensità 
delle modificazioni della composizione del latte, momento di insorgenza della 
mastite e molti altri ancora. 
Per una maggiore accuratezza nella definizione delle diverse forme di mastite, si 
possono utilizzare diversi criteri di classificazione, basate su differenti aspetti della 
patologia, quali: 
- classificazioni in base alla forma clinica/intensità della risposta 
infiammatoria, 
- classificazione in base alla patogenesi, 
- classificazione in base alla modalità di trasmissione dell‟organismo 
responsabile, 
- classificazione in base alla gravità della malattia, 
- classificazione in base al momento di insorgenza della malattia. 
 
1.5.1 Classificazione in base alla forma clinica 
 
1.5.1.1 Mastiti subcliniche (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Nelle mastiti definite subcliniche, il processo infiammatorio non raggiunge 
un‟intensità tale da causare modificazioni macroscopicamente osservabili né a carico 
del latte, né della mammella e né dell‟animale stesso; tuttavia abbiamo una 
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consistente diminuzione della produzione del latte, associata ad alterazioni della sua 
composizione. Queste modificazioni a carico del latte sono svelabili solo tramite 
esami di laboratorio ed incidono principalmente sulle caratteristiche tecnologiche del 
latte, sulle sue qualità organolettiche e sanitarie e sulla shelf life del latte stesso e dei 
prodotti da esso derivati. 
Le principali metodiche di laboratorio per l‟individuazione di mastiti subcliniche a 
partire da campioni di latte sono (Schultze, 1985; Ruegg e Erskine, 2015): 
- test citologici (conta delle cellule somatiche SCC; California Mastitis Test 
CMT), 
- test batteriologici (colture batteriche su terreni più o meno selettivi), 
- test biochimici (misurazione della conducibilità elettrica). 
 
Le mastiti subcliniche costituiscono una realtà particolarmente dannosa per 
l‟allevamento della bovina da latte, proprio a causa dell‟ assenza di manifestazioni 
cliniche nell‟animale e di modificazioni macroscopiche a carico del latte, 
caratteristiche che ne rendono particolarmente difficile la diagnosi e l‟eradicazione 
all‟interno delle mandrie. Il lungo tempo che intercorre tra l‟insorgenza della 
patologia e la sua diagnosi, permette, da un lato, una massiccia diffusione di questa 
tra gli individui della mandria e, dall‟altro, causa ingenti perdite economiche alle 
aziende, dovute principalmente alla diminuzione della produzione di latte e alle 
modificazioni, più o meno marcate, della sua composizione.  
La loro eradicazione non sempre è possibile, ma il loro contenimento può essere 
raggiunto con delle efficaci misure profilattiche e con l‟uso razionale di antibiotici 
appropriati. 
 
1.5.1.2 Mastiti cliniche (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Nelle mastiti definite cliniche, abbiamo un‟evidente risposta infiammatoria del 
quarto, o i quarti, colpiti, pertanto la patologia è strettamente accompagnata da 
evidenti modificazioni a carico della composizione macroscopica e microscopica del 
secreto latteo ed a un‟ampia gamma di segni clinici a carico sia della ghiandola 
mammaria, sia della bovina stessa. Queste caratteristiche rendono questo tipo di 
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mastiti rapidamente diagnosticabili all‟interno della mandria, consentendo di poter 
formulare delle scelte terapeutiche e programmare dei piani di controllo ed 
eradicazione in una tempistica relativamente breve. 
L‟incidenza delle mastiti cliniche all‟interno di una mandria può variare molto;  
indicativamente può raggiungere valori che possono andare da meno del 10%, fino a 
più del 50% delle bovine in lattazione. 
I segni sistemici che accompagnano le mastiti cliniche comprendono soprattutto 
manifestazioni, più o meno aspecifiche, riconducibili a segni di interessamento 
generale, quali: letargia e decubito prolungato, depressione e apatia, calo della 
produzione lattea, calo dell‟ingestione di sostanza secca, tachipnea, febbre e 
tachicardia, diminuzione della ruminazione e/o delle cascate ruminali, aumento del 
tempo di riempimento capillare (TRC) e ipotermia marcata, in quei casi a decorso 
fulminante. 
 
È bene tenere a mente che la risoluzione dei segni clinici  in corso di mastite non è 
sempre accompagnata dalla risoluzione dell‟infezione intramammaria, come nel caso 
delle infezioni sostenute da S. aureus; così come l‟eliminazione dell‟agente 
eziologico non è sempre accompagnata da una rapida scomparsa dei segni clinici, 
come per le mastiti causate da E. coli. 
 
Una metodologia di classificazione, basata sulla gravità delle manifestazioni cliniche 
associate all‟evento mastitico considerato, suddivide ulteriormente le mastiti cliniche 
in: 
- Subacuta: si evidenziano soltanto alterazioni reologiche del latte (colore, 
viscosità, consistenza); 
- Acuta: oltre alle alterazioni sul latte, l‟esame obiettivo particolare della 
mammella evidenzia dolore, gonfiore e calore del quarto colpito;  
- Iperacuta: le alterazioni reologiche del latte e l‟interessamento del tessuto 
mammario sono accompagnati da sintomi sistemici, quali febbre, disoressia-
anoressia, decubito prolungato, diarrea, disidratazione. 
 
Utilizzando un altro tipo di classificazione, basata esclusivamente sulla durata del 
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processo infiammatorio, le mastiti cliniche possono essere classificate anche in 
(Rosenberger, 1993): 
- forme iperacute, la cui durata può variare da poche ore a massimo due giorni; 
- forme acute, della durata di 3-14 giorni 
- forme subacute, la durata delle quali può variare dalle due alle quattro 
settimane; 
- forme croniche, nelle quali il processo infiammatorio ha una durata superiore 
alle quattro settimane. 
 
Questo tipo di suddivisione non è correlata alla gravità della patologia. 
 
1.5.2 Classificazione dal punto di vista patogenetico 
 
Per quanto riguarda la classificazione secondo il punto di vista dei meccanismi 
patogenetici, le mastiti vengono comunemente suddivise in:  
- mastiti ascendenti,  
- mastiti discendenti.  
 
Per ulteriori approfondimenti sulla distinzione tra queste due tipologie di mastiti si 
rimanda al paragrafo 1.4.3 Patogenesi. 
 
1.5.3 Classificazione in base alle caratteristiche di trasmissione dell'organismo 
responsabile  
 
Questa è una classificazione di tipo tradizionale, che si basa sul comportamento e le 
attitudini dei microrganismi coinvolti nell‟infezione. Mediante questo criterio di 
classificazione, le mastiti sono suddivise in (Bradley et al, 2012; Ruegg e Erskine, 
2015): 
- mastiti contagiose, 
- mastiti ambientali. 
 
Le informazioni ricavate dall‟osservazione del comportamento dei microrganismi 
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nell‟ambiente esterno possono essere impiegate con successo come indicatori durante 
la ricerca del migliore approccio alla patologia, ma non possono costituire di per se 
l‟unica metodologia di analisi del problema (Bradley et al, 2012). 
 
1.5.3.1 Mastiti contagiose 
 
Vengono definite mastiti contagiose quei processi infiammatori che derivano 
dall‟azione di microrganismi che presentano un‟alta affinità per il tessuto ghiandolare 
mammario e una discreta predisposizione alla determinazione di infezioni di tipo 
persistente.  
Gli agenti eziologici più largamente coinvolti sono (Bradley et al, 2012): 
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus aureus, 
Mycoplasma spp., Corynebacterium spp. e gli stafilococchi Coagulasi-Negativi 
(CNS). 
Queste mastiti possono essere controllate tramite l‟applicazione del Piano di 
Controllo della mastite in cinque punti (Dodd et al., 1969; Ruegg e Erskine, 2015). 
Tale piano prevede l‟attuazione di una strategia articolata in 5 punti: 
1. disinfezione tramite soluzioni germicide il capezzolo a seguito della 
mungitura della bovina (predipping); 
2. trattamento con preparazioni antibiotiche di ogni quarto delle mammelle di 
tutte le bovine al momento della loro messa in asciutta; 
3. riforma degli animali cronicamente infetti; 
4. rapida identificazione e trattamento degli episodi di mastite clinica; 
5. utilizzo corretto e consapevole dell‟apparato di mungitura e manutenzione 
della macchina mungitrice. 
 
1.5.3.2 Mastiti ambientali 
 
Tra le mastiti ambientali rientrano quelle patologie causate da agenti eziologici che 
infettano in maniera opportunistica la ghiandola mammaria. Questi microrganismi, 
non presentano uno spiccato tropismo per il tessuto mammario, ma, piuttosto, 
ritrovano il loro reservoir naturale nell‟ambiente esterno. Le principali specie 
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appartenenti a questa categoria di patogeni sono (Bradley et al, 2012): Escherichia 
coli, Streptococcus uberis, Klebsiella Spp. e altre Enterobacteriaceae. In assenza di 
determinati fattori condizionanti, questi agenti presentano una scarsa resistenza 
all‟interno del tessuto mammario e, negli organismi sani, vengono prontamente 
identificati ed eliminati dalla risposta immunitaria del soggetto, esitando in processi 
infiammatori tendenzialmente di breve durata e lieve intensità (Ruegg, 2011).  
Nonostante la loro scarsa patogenicità primaria nei confronti della mammella, in 
mandrie dove le mastiti contagiose risultano sotto controllo, i patogeni ambientali 
possono essere la causa di un numero significante di patologie cliniche ricorrenti 
(Bradley e Green, 2001). 
Queste mastiti non possono essere controllate da piani di controllo strutturati come 
quello precedentemente descritto (vedi  paragrafo 1.5.3.1), ma piuttosto necessitano 
di piani che prevedano l‟implemento dell‟igiene ambientale della stalla, delle 
operazioni ad essa correlate e degli animali. 
Risultati ottimali nel controllo delle mastiti contagiose possono essere ottenuti 
ponendo particolare cura ed attenzione ai seguenti aspetti (Ruegg e Erskine, 2015): 
1. fattori di rischio correlati alle zone di stabulazione delle bovine e alla gestione 
dell‟alimentazione, la cui corretta gestione si espleta nella progettazione di 
stalle che permettano l‟alloggio di un adeguato numero di animali, che 
permettano ad essi la libera movimentazione tra gli spazi a disposizione e un 
corretto utilizzo del fronte di mangiatoia, che consentano alle bovine di 
riposarsi e di non essere soggette a stress ambientali derivati dal 
sovraffollamento e dalla scarsa igiene. Una particolare attenzione va riposta 
anche nella gestione e nello stoccaggio delle derrate alimentari destinate alle 
bovine; queste devo essere stoccate in modo da prevenire la prolificazione dei 
microrganismi naturalmente presenti negli alimenti e le nuove, eventuali, 
contaminazioni esterne. Inoltre, devono essere accuratamente miscelati e ben 
distribuiti tra le bovine, riducendo così il rischio di un‟errata modalità di 
alimentazione delle stesse. 
 
2. pratiche correlate all‟igiene della mammella. Utile, nel controllo delle mastiti 
ambientali, è dedicare particolare cura all‟igiene della mammella 
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dell‟animale, principalmente nella fase del predipping (disinfezione della 
mammella prima della mungitura vera e propria); per risultati ottimali, si 
consiglia di rimuovere prima tutti i residui grossolani presenti a livello 
mammario, poi di passare alla detersione vera e propria della mammella, 
usando preferibilmente soluzioni germicide, che dovranno rimanere a 
contatto con la cute per almeno 30 sec, o, in alternativa, acqua corrente 
addizionata a soluzioni igienizzanti. Le operazioni relative al postdipping, 
invece, non hanno particolare rilevanza nel controllo dei patogeni ambientali. 
 
3. management delle vacche in asciutta. Il rischio di contrarre mastiti di tipo 
ambientale aumenta notevolmente durante il periodo dell‟asciutta; la 
maggiore incidenza di queste mastiti si riscontra principalmente all‟inizio e 
alla fine del momento dell‟asciutta, quando le secrezioni si accumulano a 
livello della ghiandola e i meccanismi di difesa della bovina sono 
compromessi a causa del momento fisiologico (Sordillo, 2015a). Un ausilio 
nella riduzione dei fattori di rischio si può trovare nell‟utilizzo di alcuni 
accorgimenti, quali: uso di box separati per le bovine in procinto e durante il 
parto; eseguire un trattamento con preparazioni antibiotiche di ogni quarto 
delle mammelle di tutte le bovine al momento della loro messa in asciutta 
(utile soprattutto nel controllo delle mastiti che insorgono all‟inizio 
dell‟asciutta); applicazione di “sigillanti” esterni al capezzolo da rimuovere al 
parto, dispositivi in grado di creare una barriera fisica all‟entrata dei 
microrganismi. 
 
 
1.5.4 Classificazione in base alla gravità della malattia 
 
Questo tipo di classificazione suddivide le mastiti in base all‟intensità dei segni 
clinici associati ad esse e alle modificazioni del secreto latteo. Secondo questo 
criterio, possiamo suddividere le infiammazioni della ghiandola mammaria in: 
 
- mastiti lievi, 
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- mastiti medie o moderate, 
- mastiti gravi. 
 
Nella pratica della diagnosi in campo delle mastiti, risulta molto utile riuscire a 
collocare correttamente l„episodio mastitico che si sta affrontando nella categoria di 
gravità adeguata; a questo fine può risultare comodo l‟utilizzo di scale di 
conversione, metodologie di valutazione che, mediante l‟assegnazione di punteggi a 
determinati parametri, permettono la conversione di questi risultati in altri dati utili ai 
fini diagnostici e/o terapeutici.  
Una tra queste è la scala a 3 punti proposta da Pinzon-Sanchez (2013), che associa 
l‟aspetto del latte prodotto alla progressione dei segni clinici della mastite, il 
punteggio ottenuto con questa scala permette di convertire questi due aspetti clinici 
della patologia nel corrispondente grado di gravità (Ruegg, 2015a): 
 punteggio 1: mastite lieve. Solo il latte presenta un aspetto anomalo; 
 punteggio 2: mastite moderata. Anomalie riscontate a carico del latte e della 
mammella; 
 punteggio 3: mastite grave. Anomalie a carico del latte e della mammella e 
riscontro di segni clinici sistemici. 
 
1.5.5 Classificazione in base al momento di insorgenza della malattia 
 
Questa classificazione, forse un po‟ obsoleta, ma decisamente tradizionale 
nell‟ambiente rurale dell‟allevamento zootecnico, categorizza le mastiti in base al 
momento dell‟anno solare della loro insorgenza e/o al momento funzionale di 
insorgenza nel ciclo riproduttivo della bovina. Attraverso questo criterio si ottengono 
le seguenti denominazioni di alcuni tipi di mastite (Rosenberger, 1993): 
- “Mastite Estiva”: infiammazione intramammaria sostenuta da C. piogenes 
che si riscontra principalmente nelle vacche durante il periodo dell‟asciutta e 
nelle manze durante la stagione estiva. 
- “Mastite del puerperio precoce”: processo infiammatorio sostenuto da E. coli.  
- “Mastite dei giorni di festa”: patologia che esita in una mastite di tipo 
catarrale derivante da un imperfetto sgocciolamento dei quarti della 
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mammella durante episodi di mastite latente. 
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1.6 Diagnosi 
 
Sebbene sia stata ampiamente documentata l‟importanza che assume 
l‟identificazione dell‟agente patogeno nell‟indirizzamento e nel successo delle 
strategie terapeutiche e di controllo in corso di mastiti, non esiste un criterio 
universalmente accettato per la determinazione di infezione intramammaria (Bradley 
et al, 2012).  
Anche se, attualmente, il gold standard diagnostico nella definizione di mastite è 
rappresentato dalla coltura microbiologica di campioni di latte e l‟ identificazione 
dell‟eventuale colonia  predominante, molti possono essere i fattori che possono 
influenzare la scelta del protocollo diagnostico più conforme agli obiettivi che si 
desidera perseguire; la scelta definitiva dovrebbe ricadere sul protocollo, o sui 
protocolli, che rappresentano il miglior compromesso tra: costo di esecuzione, 
rapidità nell‟ottenimento dei risultati e accuratezza diagnostica. 
Le strategie a disposizione dei veterinari e del personale di stalla per smascherare i 
fenomeni mastitici sono attualmente numerose; una metodologia di classificazione 
funzionale al successo diagnostico e terapeutico le distingue in: 
- diagnosi cliniche, 
- diagnosi in campo, 
- diagnosi di laboratorio, 
- diagnosi microbiologica. 
 
1.6.1 Diagnosi clinica 
 
Un approccio diagnostico alle mastiti esclusivamente di tipo clinico può risultare 
sufficientemente accurato solo nel corso di processi mastitici clinici, fenomeni che, 
per definizione, sono accompagnati da numerose e variegate manifestazioni cliniche 
sia di natura sistemica, che specifiche della ghiandola mammaria.  
Per ottenere una diagnosi esclusivamente di natura clinica di mastite si deve 
procedere all‟esame dei seguenti aspetti: 
 
1. Esame Obiettivo Generale della bovina: per le alterazioni dello stato di salute 
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generale che è possibile riscontrare nella bovina in corso di mastite vedere 
paragrafo (1.5.1.2 Mastiti cliniche) 
2. Esame Obiettivo Particolare della ghiandola mammaria: all‟ispezione si 
possono principalmente osservare: asimmetrie dei quarti, ingrossamento dei 
capezzoli e arrossamento della cute. Alla palpazione è possibile apprezzare zone 
di parenchima mammario ingrossate, più dure, più calde e in alcuni casi anche 
dolenti. La secrezione risulta alterata. 
3. Esame dei primi getti di latte prima della mungitura: si effettua una 
valutazione generale di tipo sensoriale del rispetto dei principali parametri 
organolettici e reologici del latte bovino. 
 
1.6.2 Diagnosi in campo 
 
Per i veterinari che esercitano la professione nel settore zootecnico, risulta di 
particolare utilità l‟adozione e/o la formulazione di protocolli diagnostici che 
consentano di ottenere risultati, o parte di essi, già in sede aziendale; l‟eccessiva e/o 
errata manipolazione dei campioni, le diverse metodologie impiegate per la loro 
conservazione e le pratiche di trasporto, infatti, possono incidere negativamente 
sull‟accuratezza dei risultati ottenuti da tali campioni. 
Per ottenere il maggior numero di informazioni possibili in campo si può procede 
come segue: 
1. Visita clinica della bovina: esame obiettivo generale dell‟animale ed esame 
particolare della ghiandola mammaria. 
2. Esame macroscopico preliminare del latte: in questa sede vengono esaminate 
le eventuali modificazioni presenti a carico della secrezione lattea; in una 
bacinella a fondo preferibilmente scuro (Rosenberg, 1993) viene esaminato 
separatamente il primo getto di ogni quarto relativamente a colore, odore, 
consistenza e presenza di sostanze estranee. 
3. Misurazione del pH del latte: questa analisi può essere effettuata in maniera 
rapida ed economica direttamente in fase di mungitura mediante l‟utilizzo di 
apposite cartine tornasole, oppure eseguita in laboratorio, principalmente in 
associazione ad altre determinazioni di routine. Il valore del pH risulta 
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influenzato principalmente dalla componente proteica del latte; è riportata una 
relazione di proporzione inversa fra il pH e la quantità di proteine presenti nel 
latte, quindi quando il contenuto totale di proteine scende, il pH aumenta. Il range 
di valori considerati fisiologici per il pH del latte spaziano tra 6.5 e 6.7; valori di 
pH superiori al 6.8 sono associati alla maggior parte dei casi di mastite, fatta 
eccezione per quella di tipo gangrenoso, che sembra accompagnata da valori 
inferiori al 6.0 (Rosenberg,1993). 
1. California Mastitis Test (CMT): questo test viene impiegato come test di  
screening  per la valutazione rapida della percentuale del contenuto cellulare del 
latte. Anche questa tecnica può essere eseguita direttamente durante la fase di 
mungitura: dalla postazione del mungitore si procede all‟eiezione forzata di 2-3 
ml di latte dai capezzoli dei quarti da valutare; ogni getto dovrebbe essere 
raccolto in un distinto pozzetto della paletta per campioni mammario evitando 
qualsiasi contatto tra quest‟ultima e l‟animale; il campione ottenuto viene 
mescolato con 2 ml di tensioattivo (soluzione costituita da 96 g di Na-Lauril-
Solfato /5 lt) che provoca la lisi delle cellule presenti e il rilascio del DNA 
contenuto all‟interno dei loro nuclei. I filamenti di DNA formano un reticolo che 
andrà ad intrappolare i globuli di grasso formando flocculazioni. L‟aggiunta di un 
indicatore di pH colorato (rosso di bromocresolo) al tensioattivo facilita la lettura 
della reazione. In base al tipo di reazione che si verifica possiamo avere (Tabella 
1.6.1):  
 Test negativo: il latte non vira di colore e rimane invariata la sua consistenza. 
Il test negativo corrisponde a un numero di cellule somatiche inferiore a 
200.000 cell/ml.  
 Positività lieve: il latte presenta tracce di consistenza gelatinosa e aderisce al 
fondo del pozzetto, inoltre il colore vira leggermente verso il viola. Questo 
risultato corrisponde ad un numero di cellule somatiche compreso tra 200.000 
e 400.000 cell/ml. 
 Positività evidente: grandi quantità di latte gelatinoso scivola lentamente sul 
fondo del pozzetto. Questo risultato corrisponde a un numero di cellule 
somatiche compreso tra 400.000 e 1.200.000 cell/ml. 
 Positività conclamata: si forma un unico coagulo gelatinoso di colore viola 
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più scuro. Questo risultato corrisponde a un numero di cellule somatiche 
compreso tra 1.200.000 e 5.000.000 cell/ml. 
 
Reazione CMT cell/ml 
Negativo (-) < 200.000 
Tracce (+/-) 200.000 – 400.000 
Punteggio 1 (+) 400.000 – 1.200.000 
Punteggio 2 (++) 1.200.000 – 5.000.000 
Punteggio 3 (+++) > 5.000.000 
Tabella 1.6.1: Correlazione tra punteggio del CMT e conta cellule somatiche nel latte (Jasper, 
1967). 
 
4. Conducibilità elettrica del latte: tramite il monitoraggio di questo parametro è 
possibile avere un‟informazione  relativa alla componente elettrolitica del latte, 
in quanto, durante gli eventi mastici si verifica una modificazione della 
permeabilità di membrana delle cellule secernenti della mammella, che risulta in 
una maggiore concentrazione di sodio e cloro nel latte e una minore 
concentrazione di potassio. Questa alterazione nella componente elettrolitica del 
latte mastitico, ne comporta un valore di conducibilità elettrica maggiore rispetto 
a quello del latte normale, che dovrebbe presentare valori compresi tra 4.0 e 5.0 
ms/cm
2
 a 25°C (Ruegg e Erskine, 2015). È stato osservato che il valore relativo 
alla conducibilità elettrica tende ad aumentare durante il tempo della mungitura, 
pertanto devono essere considerati attendibili solo quei valori misurati a metà 
mungitura. Sebbene sia stata dimostrata una correlazione, minima, tra 
l‟innalzamento della conducibilità elettrica e la conta delle cellule somatiche 
(SCC) di un campione di latte, l‟alterazione di questo parametro non può 
costituire, di per sé, un metodo diagnostico opportuno per il fenomeno mastitico. 
Piuttosto, monitorare questo parametro può risultare utile nel caso di sospetto di 
mastite subclinica all‟interno di una mandria, ottenendo, tramite questo, un 
prospetto delle bovine verso le quali sarebbe opportuno eseguire degli 
approfondimenti diagnostici. Attualmente, i moderni impianti di mungitura 
presentano tutti, al loro interno, un  sensore in grado di misurare questo 
parametro in tempo reale, offrendo così l‟opportunità di sfruttare in campo anche 
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questa informazione. 
 
1.6.3 Diagnosi di laboratorio 
 
Sebbene sia stata ampiamente argomentata l‟importanza della raccolta e dell‟utilizzo 
del massimo numero di informazioni direttamente in campo, l‟approccio migliore, in 
termini di risultato, al problema mastite risulta comunque essere la diagnosi di 
laboratorio. La corretta identificazione dell‟agente eziologico coinvolto, infatti, 
risulta essere l‟unico punto di partenza valido nella formulazione di una terapia e di 
piani di controllo che siano realmente efficienti verso il problema. 
Le analisi che possono essere effettuate in laboratorio a partire da campioni di latte 
sono molteplici e altrettanto variegate sono le informazioni che possiamo ricavarne; 
tra tutte, la metodologia gold standard per la determinazione dello stato di mastite è 
rappresentata dalle colture batteriche.  
 
1.6.3.1 Conta delle Cellule Somatiche (SCC) (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
L‟analisi di questo parametro consente di ricavare diverse tipologie di informazioni, a 
seconda della provenienza del latte esaminato. I risultati ottenuti dall‟analisi di 
campioni prelevati dal latte di massa di un‟azienda forniscono ottime indicazioni 
sulla qualità del latte prodotto dalla mandria esaminata; risultati relativi a campioni 
di natura individuale, invece, danno informazioni sullo stato sanitario della 
mammella dell‟animale esaminato. La quantificazione di questo parametro in 
laboratorio può essere effettuata o mediante l‟osservazione  microscopica diretta e la 
conta delle cellule presenti nel campione, oppure mediante l‟utilizzo di macchinari in 
grado di eseguire automaticamente questo conteggio; attualmente le tecniche in uso 
nei laboratori  prevedono tutte l‟analisi strumentale di questo parametro.  
All‟interno del parametro “cellule somatiche” rientra tutta la componente cellulare 
presente nel campione di latte; essa è rappresentata da due gruppi cellulari: cellule 
infiammatorie e cellule epiteliali, in diversa percentuale in base allo stato sanitario 
della mammella.  
Le cellule infiammatorie, principalmente neutrofili, macrofagi e linfociti, sono 
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presenti normalmente nel latte sano in concentrazioni inferiori a 200.000 cell/ml e 
aumentano notevolmente la loro concentrazione durante gli episodi mastitici; le 
cellule di sfaldamento epiteliali sono un reperto normale e non rivestono importanza 
patologica, né subiscono variazioni così massive come quelle delle cellule 
infiammatorie. 
Sebbene la variazione di questo valore sia determinata in modo primario dalla linea 
cellulare infiammatoria, non sempre un valore di SCC maggiore di 200.000 cell/ml è 
sinonimo di mastite; altri fattori che possono determinare una variazione della SCC 
sono principalmente (Bradley et al, 2012; Ruegg e Erskine, 2015): 
- momento del campionamento: il latte della sera presenta un conteggio 
maggiore di SCC; 
- momento della lattazione: durante la fase colostrale e la prima settimana di 
lattazione è stato riscontrato un incremento della SCC, così come nelle fasi 
tardive della lattazione, anche se quest‟ultimo incremento sembra essere 
legato alla minore produzione di latte tipica di questo momento e alla 
conseguente concentrazione delle cellule somatiche nel campione; 
- stato della bovina: il progredire delle lattazioni e condizioni prolungate di 
stress possono determinare un incremento della SCC. 
 
Data questa correlazione non univoca tra incremento di SCC e mastite, la conta delle 
cellule somatiche non può costituire, da sola, un parametro sufficiente per la diagnosi 
definitiva di stato di mastite, ma necessita di essere integrata con altre tipologie di 
analisi. 
 
Il dato ottenuto tramite la SCC può essere utilizzato in diversi modi: o tal quale, 
oppure può essere “convertito” per ottenere ulteriori informazioni. 
L‟utilizzo del dato tal quale, o “crudo”, può trovare impiego nella valutazione dello 
stato sanitario della mammella, essendone un indicatore diretto; nella tabella 
seguente, viene riportato uno dei più comuni metodi di interpretazione della Conta 
delle Cellule Somatiche in rapporto allo stato della mammella (Tabella 1.6.2): 
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Cellule somatiche Condizione sanitarie  
<100.000 cell/ml Ottimale. 
<200.000 cell/ml Normale. 
Da 200.000  
a 350.000 cell/ml 
Accettabile a fine lattazione.  
Preallarme per vacche fresche soprattutto se primipare. 
Da 350.000  
a 700.000 cell/ml 
Mastite conclamata  
>1.000.000 cell/ml Mastite conclamata, mammella gravemente compromessa. 
Tabella 1.6.2. Metodo fra i più comuni per l’interpretazione della Conta delle Cellule Somatiche 
in rapporto allo stato clinico della mammella (Mariani et al, 2004). 
 
Una metodologia molto pratica di utilizzo del valore della SCC, non prevede l‟uso 
diretto del dato, ma la sua conversione logaritmica in un Linear Score (LS), 
parametro che permette di ottenere una correlazione diretta e lineare tra la SCC e le 
perdite nella produzione di latte (Ruegg e Erskine, 2015). Tramite questa 
conversione, il valore delle SCC viene convertito in una scala di valori che possono 
oscillare da 0 a 9 tramite la seguente operazione (Ruegg e Erskine, 2015): 
 
LS = log2 (SCC/100) + 3 
 
Oppure, più semplicemente,  può essere usata una scala di conversione, basata sul 
numero di cellule somatiche del campione, come rappresentato nella figura (Figura 
1.6.3) sottostante (Qdr Mastfield, 2014). 
LS Media SCC Intervallo SCC 
Perdita di latte  
(kg/lattazione) 
0 12.500 0-17.000 0 
1 25.000 18.000-34.000 0 
2 50.000 35.000-70.000 0 
3 100.000 71.000-140.000 90-180 
4 200.000 141.000-282.000 180-360 
5 400.000 283.000-565.000 270-540 
6 800.000 566.000-1.130.000 360-720 
7 1.600.000 1.131.000-2.262.0000 450-900 
8 3.200.000 2.263.000-4.525.000 540-1.080 
9 6.400.000 >4.536.000 630-1.260 
Figura 1.6.3. Scala di conversione in LS e relative perdite economiche associate. (Qdr Mastfield, 
2014, modificato). 
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L‟utilizzo di questo parametro trova la sua principale applicazione nella stima delle 
perdite relative alla produzione lattea derivanti dalle mastiti: rendendo lineare la 
connessione tra la SCC e la riduzione della produzione lattea, questo indice offre 
alcuni vantaggi rispetto alla sola analisi tal quale della SCC (Mariani et al, 2004): 
- presenta un livello di ereditabilità maggiore rispetto alla SCC; 
- presenta minor variabilità mensile all‟interno della stessa lattazione; 
- offre maggiore attendibilità rispetto alla SCC se impiegato nel confronto tra 
diverse aziende. 
 
1.6.3.2 Esame Colturale (Ampola, 2008) 
 
Come precedentemente accennato, l‟esame colturale di campioni di latte rappresenta 
la metodica di riferimento per la diagnosi definitiva di mastite.  Questa metodologia 
permette, infatti, sia di isolare l‟agente eziologico coinvolto nel processo patologico, 
sia di tipizzarlo attraverso ulteriori purificazioni su differenti terreni selettivi.  
Nonostante questa metodica rappresenti il gold standard nella diagnosi della mastite, 
una quota dei campioni di latte provenienti da bovine con forma clinica (circa il 25-
40%) può risultare negativo all‟esame colturale (Arrigoni et al, 2014); le principali 
cause alla base di un risultato colturale negativo in una bovina con segni conclamati 
di mastite clinica possono essere (Arrigoni et al, 2014): 
- dose di inoculo insufficiente: le normali procedure di laboratorio prevedono 
la semina di 0,01 ml di campione su piastra, ma alcuni microrganismi, quali 
ad esempio Mycoplasma spp., Staphylococcus aureus e i coliformi, sono 
escreti nel latte in percentuali molto basse, tanto da necessitare di una dose di 
inoculo pari a 0,1 ml di latte per poter essere rilevati; 
- assenza del microrganismo: in alcuni casi di mastite, la patologia potrebbe 
essere sostenuta non tanto da un batterio, ma piuttosto dalle sue tossine. In 
questi casi, tipici dei coliformi, l‟esame colturale può risultare negativo; 
- microrganismo fagocitato dalle cellule somatiche: questa evenienza è 
riscontrabile nelle mastiti sostenute da Staphylococcus aureus; 
- azione degli antibiotici: i campioni prelevati da bovine in corso di terapia 
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antibiotica possono risultare negativi, in quanto il chemioterapico potrebbe 
già aver compromesso la rilevabilità del microrganismo; 
- errori nel campionamento e/o nella conservazione dei campioni; 
- microrganismi con particolari necessità colturali: le procedure standard di 
laboratorio prevedono protocolli abbastanza stereotipati, che potrebbero non 
risultare però sufficienti per la crescita in vitro di tutti i microrganismi 
potenzialmente coinvolti nel processo mastitico. Alcuni microrganismi con 
necessità colturali particolari sono, ad esempio, i Mycoplasma., che 
necessitano di terreni selettivi incubati in atmosfera arricchita in CO2 per una 
corretta crescita in laboratorio; oppure i coliformi, che necessitano di una 
dose di inoculo maggiore rispetto alla routinaria dose di inoculo pari a 0,01 
ml; in altri casi, può essere necessario un tempo di incubazione maggiore 
rispetto all‟intervallo usuale di 24-48 h, come nel caso di  Prototheca spp., 
Mycoplasma, Nocardia, Mycobacterium spp. e Candida spp.. 
 
Per un corretto esito degli esami colturali, deve essere posta particolare cura sia nelle 
metodiche di prelievo dei campioni, che devono essere eseguiti in maniera sterile 
attraverso l‟uso di materiale monouso, sia nelle tecniche impiegate per la loro 
conservazione. I campioni che non possono essere portati subito in laboratorio, 
dovrebbero essere refrigerati ed, eventualmente, addizionati con specifici conservanti 
forniti dai laboratori stessi; in ogni caso, sarebbe opportuno recapitare i campioni 
presso i laboratori di competenza entro un tempo massimo di 24 h. 
Una volta al laboratorio, i campioni di latte subiscono una diluizione (1:10) in acqua 
peptonata per essere preparati alla successiva semina su piastre. 
In seguito alla diluizione, una quantità pari a 0,1 ml del campione così ottenuto viene 
seminato su apposite piastre, preparate con differenti terreni selettivi di partenza, a 
seconda del protocollo di isolamento e identificazione impiegato dal laboratorio, o di 
particolari necessità specifiche del caso. La scelta del terreno selettivo di partenza, 
può essere indirizzata,inoltre, tramite l‟integrazione dei dati con le informazioni 
cliniche ed epidemiologiche raccolte presso l‟azienda di provenienza.  
I più comuni protocolli di isolamento batterico prevedono fondamentalmente i 
seguenti passaggi: 
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1. diluizione 1:10 del campione in acqua peptonata; 
2. semina su terreni selettivi (Agar Sangue, oppure Agar Sale Mannite); 
3. colorazione di Gram;  
4. ulteriore purificazione su terreni selettivi. 
 
Come si può notare, i terreni di partenza per gli esami colturali possono essere sia 
l‟Agar Sangue che l‟Agar Sale Mannite; entrambi risultano un ottimo substrato per la 
crescita di numerose specie batteriche e permettono di ottenere, già in partenza, 
alcune informazioni utili alla tipizzazione delle colonie predominanti. 
L‟Agar Sangue (AS) è il terreno di coltura più comunemente usato; si tratta di un 
terreno nutritivo composto da Triptose Agar addizionato col 5% di sangue di 
montone. L‟impiego di questo substrato consente la crescita della maggior parte dei 
patogeni aerobi potenzialmente coinvolti nel processo mastitico; il campione diluito 
viene seminato per strisciamento sulla piastra di AS e, successivamente, incubato a 
37°C per almeno 24 h. Trascorso il tempo di incubazione, le piastre vengono 
esaminate macroscopicamente e microscopicamente per la rilevazione dell‟eventuale 
presenza di crescita batterica e, eventualmente, per la definizione della tipologia 
batterica predominante; campioni che presentano una cospicua crescita di tre o più 
colonie batteriche diverse, devono essere considerati contaminati, ed essere 
successivamente ripetuti (Ruegg e Erskine, 2015). Il passaggio su AS permette di 
evidenziare da subito una possibile caratteristica differenziale dell‟agente eziologico: 
la sua eventuale capacità di provocare emolisi nel campione. È opportuno ricordare 
che microrganismi quali Mycoplasma spp. non crescono su questo terreno. 
L‟Agar Sale Mannite (MSA), invece, è un terreno selettivo caratterizzato dall‟elevato 
contenuto in  NaCl (circa il 7,5%); questa caratteristica lo rende idoneo alla crescita 
specifica di microrganismi alofili, quali, ad esempio, gli Stafilococchi. Questo 
particolare terreno è costituito da: Agar, estratto di carne, peptone, mannitolo, cloruro 
di sodio e rosso fenolo; una volta eseguita la semina, la piastra viene incubata a 37°C 
per 48 h.  
Una volta ottenuta una idonea crescita batterica, si prosegue con l‟esecuzione della 
colorazione di Gram sulla colonia che si è scelto di testare. Le colonie vengono 
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prelevate e stemperate in acqua su un vetrino; successivamente vengono fissate a 
questo tramite calore (flambaggio). A questo punto si procede alla colorazione vera e 
propria del vetrino: vi si versano sopra alcune gocce di Violetto di Genziana 
(Cristalvioletto fenicato al 1%) e si lasciano agire per 3 minuti; passato il tempo di 
posa, si sciacqua il vetrino con acqua per eliminare il colorante in eccesso; 
successivamente, si aggiunge al preparato qualche goccia di Lugol (o soluzione di 
Gram) e viene lasciato in posa per 1 minuto. Il passaggio con Lugol permette di 
fissare il Violetto di Genziana precedentemente impiegato. Una volta sciacquato 
nuovamente il vetrino in acqua, si effettua un passaggio con alcool-acetone o alcool 
etilico al 95%, con successivo risciacquo dopo un tempo di posa di 30 secondi; 
questo passaggio è  necessario per eliminare tutti i residui di colorante non legati alla 
parete batterica. A questo punto del procedimento i batteri Gram-positivi risultano 
colorati in blu-porpora, mentre i Gram-negativi appaiono ancora incolori. In ultimo, 
viene versata sul vetrino qualche goccia dell‟ultimo colorante, che andrà a fare da 
contrasto al primo, la Safranina, che sarà lasciata agire per 2 minuti; trascorso questo 
tempo il vetrino dovrà essere  per l‟ultima volta sciacquato per l‟eliminazione del 
colorante in eccesso e, dopo adeguata asciugatura, potrà essere osservato al 
microscopio ottico. Il risultato dell‟impiego di questa colorazione, è la distinzione 
dell‟agente eziologico in base alla categorizzazione “Gram-positivo” o “Gram-
negativo”, conferita in base al colore, rispettivamente viola o rosso, acquisito dagli 
agenti in seguito al procedimento appena descritto. La differente colorazione che i 
microrganismi assumono con questa tecnica dipende dalla differente composizione 
della loro parete cellulare.  
Procedendo nell‟iter diagnostico, si passa alla ulteriore purificazione delle colonie su 
terreni ancora più selettivi rispetto a quelli precedentemente impiegati al fine di 
ricavare ulteriori importanti informazioni dai campioni; a questo punto, le ulteriori 
scelte diagnostiche, devono essere intraprese orientandosi con tutte le informazioni 
ottenute dai passaggi precedenti. Gli ulteriori substrati di coltura che possono essere 
impiegati e le prove alle quali possono essere sottoposte le colonie batteriche sono 
diverse, la scelta, viene effettuata in base alla disponibilità dei reagenti, alle 
informazioni già ottenute in precedenza e al livello di tipizzazione dell‟agente a cui 
vogliamo arrivare. Ulteriori approfondimenti su queste ulteriori procedure, saranno 
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trattati nella sezione 1.6.4.  
 
1.6.3.3 Esami biomolecolari (Bradley et al, 2012; Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Le nuove frontiere tecnologiche raggiunte attraverso l‟implemento dell‟uso e dello 
studio della diagnostica molecolare, stanno permettendo, nel tempo, di ottenere 
metodiche diagnostiche alternative rispetto alle procedure colturali impiegate da 
decenni come metodologia d‟elezione nella diagnosi della mastite, permettendo di 
pervenire a risultati sempre più accurati con un investimento sempre minore in 
termini economici e di tempistiche di attesa.  
La PCR e la real-time PCR, rappresentano le tecniche molecolari attualmente di 
maggiore utilizzo nell‟ambito della diagnosi di laboratorio di mastite. Purtroppo, data 
l‟elevatissima specificità dei primers necessari al processo nei confronti dei diversi 
agenti eziologici, queste tecniche non possono ancora essere impiegate per saggiare 
un range consistente di tutti i potenziali patogeni coinvolti nel processo mastitico; 
pertanto, non possono ancora costituire di per se un adeguato strumento diagnostico e 
sarebbe opportuno impiegare queste metodiche come integrazione ai tradizionali 
esami colturali. Attualmente, infatti, il principale settore di impiego della diagnostica 
molecolare consiste nell‟ausilio alla tipizzazione e alla differenziazione dei diversi 
ceppi delle colonie precedentemente isolate tramite metodologie colturali.  
Un campo di applicazione interessante, risulta essere l‟impiego della PCR e della 
real-time PCR nell‟isolamento di patogeni particolarmente difficoltosi da 
smascherare tramite le comuni metodologie colturali, come nel caso di Micoplasma 
spp, che, oltre a necessitare di particolari condizioni colturali per la sua crescita, può 
anche  richiedere un tempo di incubazione che può raggiungere una settimana. Utile 
può risultare anche l‟impiego di queste tecniche nei casi in cui si ricercano 
microrganismi la cui presenza è particolarmente rara nell‟ambiente, come ad esempio 
Streptococcus agalactiae e Prototheca spp  (Ruegg e Erskine, 2015; Bradley et al, 
2012). 
I principali kit attualmente presenti in commercio hanno a disposizione un pool di 16 
sequenze di DNA per la rilevazione di altrettante sequenze geniche derivanti da 
microrganismi vivi o morti; molto utile è la presenza  in questo pannello del primer 
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specifico relativo al gene blaZ, responsabile della resistenza dei microrganismi agli 
antibiotici beta-lattamici.  
Ulteriori approfondimenti per quanto riguarda altri campi di applicazione delle 
tecniche biomolecolari verranno trattati nella sezione 1.6.4. 
 
1.6.4 Diagnosi microbiologica 
 
Se nella diagnostica di laboratorio sono inserite tutte quelle tecniche volte a svelare il 
più accuratamente e il più rapidamente possibile l‟eventuale presenza nel latte di 
microrganismi contaminanti, nella sezione della diagnostica microbiologica sono 
inserite, invece, tutte quelle metodologie di laboratorio che permettono di tipizzare e 
caratterizzare nello specifico i diversi agenti eziologici isolati precedentemente e di 
ricavarne il maggior numero di informazioni possibili. Le informazioni ottenute 
tramite le procedure della diagnostica microbiologica ritrovano il loro principale 
impiego nella formulazione di terapie specifiche per ogni caso di mastite e 
nell‟ausilio nella formulazione di piani di eradicazione e controllo efficaci verso i 
principali agenti eziologici presenti nelle diverse aziende.  
 
1.6.4.1 Purificazione su terreni selettivi  
 
Una volta completato l‟isolamento colturale e lo studio morfologico delle colonie 
presenti nel campione, si può proseguire con l‟esame microbiologico delle colonie 
ottenute continuando a seminare queste ultime su altre tipologie di terreni selettivi, 
con caratteristiche differenti da quelli impiegati precedentemente nell‟esame 
colturale.  
I terreni impiegati per questi protocolli sono molteplici e sono in grado di fornire 
altrettante molteplici informazioni permettendo l‟osservazione del comportamento 
colturale dei microrganismi in determinate particolari condizioni. I terreni di 
principale utilizzo sono (Ampola, 2008; Ruegg, 2011; Ruegg e Erskine, 2015): 
- Agar Sangue (AS): terreno nutritivo a base di Tripstose Agar addizionato col 
5% di sangue di montone; permette la crescita della maggior parte dei 
microrganismi aerobi coinvolti nei processi mastitici. Non risulta essere un 
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substrato idoneo per la crescita di Mycoplasma. La coltura su AS permette, 
oltre che lo studio della morfologia delle colonie batteriche, anche di poter 
identificare una caratteristica di alcuni batteri: la capacità di formare un alone 
di emolisi; attraverso l‟osservazione dell‟eventuale alone di emolisi, si può 
anche ulteriormente determinare il tipo di emolisi causata dal ceppo batterico 
in questione, sia essa di tipo completo (alfa-emolisi), incompleto (beta-
emolisi) o la risultante tra i due (alfa-beta emolisi). 
- AS addizionato con esculina o tossina stafilococcica beta: l‟impiego di questo 
terreno facilita la crescita selettiva degli Streptococci. 
- Agar Sale Mannite (MSA): questo particolare terreno è costituito da: Agar, 
estratto di carne, peptone, mannitolo, cloruro di sodio e rosso fenolo. Per  la 
particolare composizione e la caratteristica elevata percentuale in cloruro di 
sodio (7,5%) questo terreno risulta altamente selettivo, permettendo la 
crescita dei soli microrganismi alofili quali, ad esempio, gli Stafilococchi. 
- Agar MacConkey: questo terreno permette la crescita dei principali 
microrganismi Gram-negativi e dei principali Coliformi. 
- Agar Baird Parker (BP): questo è un terreno selettivo differenziale per la 
crescita degli Stafilococchi. È composto da: Agar, Triptone, estratto di carne, 
estratto di lievito, sodio piruvato, cloruro di litio, glicina e Egg Yolk Tellurite 
Emulsion; l‟effetto selettivo è esplicato principalmente dalla presenza del 
cloruro di litio e del tellurito di potassio che interferiscono con le attività 
enzimatiche della maggior parte dei batteri, ad eccezione degli Stafilococchi, 
dei Micrococchi, alcuni Streptococchi e Proteus spp.. 
- Agar Triptosio (AT): anche questo terreno, composto da Agar, triptosio, 
destrosio e cloruro di sodio, può essere impiegato con successo per la crescita 
degli Streptococchi. 
- MTKT Agar: terreno selettivo per i principali Streptococchi. 
 
Questi, sono solo alcuni dei terreni disponibili per la crescita in laboratorio dei 
diversi microrganismi. La chiave, nell‟impiego sequenziale di questi terreni, è la 
progettazione di algoritmi che permettano di ottenere il maggior numero di 
informazioni differenziali nel minor numero di passaggi possibili.  
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1.6.4.2 Prove di laboratorio  
 
L‟integrazione dei vari passaggi su terreni selettivi con altre prove specifiche di 
laboratorio, può risultare una pratica molto efficace nella determinazione dei diversi 
ceppi batterici presenti nel campione analizzato. Le metodiche più comunemente 
impiegate in questo campo sono la prova della coagulasi e quella della catalasi 
(Ampola, 2008). 
- Prova della Coagulasi: con questa prova si creca di rendere rilevabile la 
presenza o l‟assenza dell‟enzima coagulasi nel corredo enzimatico dei 
microrganismi isolati. Per eseguire questa prova, si procede come segue: le 
colonie ottenute dal passaggio su Agar BP vengono ulteriormente coltivate in 
un brodo di arricchimento, il Brawn Heart Infusion Broth (BHI) (Ottaviani, 
1991) e lasciate in incubazione a 37°C per 24 h; trascorso il tempo 
necessario, viene prelevata una quantità pari a 0,5 ml della sospensione così 
ottenuta e inoculata in una provetta contenente plasma addizionato con EDTA 
o ossalato di coniglio; una volta preparata la provetta, questa viene 
nuovamente lasciata in incubazione a 37°C per ulteriori 24 h. A questo punto, 
è possibile osservare il risultato della prova: questa risulterà positiva nel caso 
in cui il materiale all‟interno della provetta si presenti coagulato; risulterà, al 
contrario, negativa, se il liquido nella provetta non avrà mutato il suo stato.  
 
- Prova della Catalasi: come per la precedente, anche con questa prova si cerca 
di ottenere informazioni differenziali sui microrganismi attraverso lo studio 
del loro corredo enzimatico. Questa prova di laboratorio sfrutta la capacità 
dell‟enzima catalasi di scindere il perossido di idrogeno in ossigeno ed acqua 
in maniera veramente semplice e rapida: le colonie provenienti da piastre di 
AT vengono prelevate e stemperate con una goccia di soluzione di perossido 
di idrogeno (H2O2) al 3% su un vetrino portaoggetti; immediatamente dopo 
questo passaggio, nel caso in cui la prova risultasse positiva, si potrà notare la 
comparsa di una “effervescenza” a carico del campione, derivata, appunto, 
dalla repentina liberazione di O2 da parte della catalasi. Il risultato ottenuto 
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tramite l‟impiego di questa tecnica è uno dei criteri usati per la 
differenziazione tra patogeni della famiglia Streptococcaceae e della famiglia 
Microccoccaceae (Koneman et al, 1997). 
 
Un esempio di protocollo di tipizzazione microbiologica abbastanza diffuso nella 
pratica è quello impiegato per la identificazione delle diverse specie e sottospecie 
appartenenti alla famiglia Staphylococcus spp. e prevede l‟uso combinato di prove di 
laboratorio e passaggi seriali su terreni selettivi.  Un prototipo abbastanza verosimile 
di questo protocollo prevede i seguenti passaggi: 
1. diluizione 1:10 del campione di latte in acqua peptonata sterile; 
2. semina di una quantità pari a 0,1 ml della soluzione precedentemente diluita 
su terreno MSA e successiva incubazione del campione a 37°C per 48 h in 
condizioni di anaerobiosi; il passaggio in questo terreno permette di ottenere 
una crescita abbastanza selezionata solo degli eventuali microrganismi 
appartenenti alla famiglia Staphylococcus.Già a questo livello possono essere 
rilevate delle importanti informazioni differenziali osservando la colorazione 
assunta dalle colonie presenti: a queste condizioni colturali S. aureus produce 
tendenzialmente larghe colonie gialle circondate da un alone giallo brillante, 
mentre gli altri Stafilococchi producono colonie più piccole, circondate da un 
alone rosso; 
3. esecuzione della colorazione di Gram sulle colonie provenienti dalla coltura 
su MSA; per confermare la presunta appartenenza alla famiglia 
Staphylococcus i microrganismi trattati con questa tecnica dovranno assumere 
la tipica colorazione blu-violetto; 
4. semina su Agar BP delle colture provenienti da MSA e incubazione 37°C per 
24-48 h in condizioni di aerobiosi; tramite l‟analisi microscopica delle 
colonie così ottenute si possono esaminare altri aspetti morfologici utili, ma 
non univoci nella classificazione delle varie specie di  Staphylococcus. In 
questo terreno, i microrganismi appartenenti alla specie S. aureus tendono a 
formare colonie di 1-1,5 cm di diametro, di colore grigio-nero e di aspetto 
traslucido, ma questa caratteristica può essere riscontrata anche a carico di 
altri Stafilococchi, come S. intermedius, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. 
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hyicus, e di altre famiglie di microrganismi, quali, ad esempio alcuni 
Streptococchi, i Micrococchi e Proteus spp. In alcuni casi le colonie di S. 
aureus si possono presentare circondate da un alone di lipolisi, l‟alone di 
chiarificazione (Cirillo et al, 2003), ma questa evenienza non è sempre 
riscontrata e, oltretutto, non è univoca della specie S. aureus, ma si  può 
riscontrare anche a carico di altri Stafilococchi, come S. intermedius, S. 
epidermidis e S. hyicus; 
5. prova della coagulasi su colonie provenienti da terreni BP: col risultato di 
questa prova si può giungere alla distinzione tra Stafilococchi coagulasi-
negativi (CNS) e Stafilococchi coagulasi-positivi; 
6. semina delle colonie prelevate da piastre BP in terreno AT ed incubazione a 
37°C per 24 h in aerobiosi; le colture appartenenti alla famiglia 
Staphylococcus appariranno piccole, di forma convessa e colore bianco-
giallognolo; 
7. esecuzione della prova della catalasi su colonie batteriche proveniente da 
terreni AT; per la conferma dell‟appartenenza alla famiglia degli 
stafilococchi, questa reazione deve avere risultato positivo; 
8. semina su piastre di AS di colture derivate da terreni AT ed incubazione per 
24 h in aerobiosi a 37°C; su questo terreno gli Stafilococchi formano delle 
colonie di colore bianco, grigio o talvolta crema, che possono essere 
circondate o meno da un alone di emolisi. 
 
1.6.4 3 Tecniche molecolari  
 
L‟impiego della tecnologia molecolare trova il suo maggiore campo di applicazione 
nella diagnostica microbiologica della mastite. Come precedentemente accennato, 
queste tecniche non sono ancora perfettamente progettate  per poter essere impiegate 
come metodo diagnostico a se stante, ma possono risultare particolarmente utili 
nell‟identificazione di specie delle varie colonie isolate tramite i criteri 
precedentemente descritti.  
I continui progressi tecnologici del settore, stanno portando ad un aumento sempre 
maggiore delle metodologie disponibili per laboratori e liberi professionisti, tanto da 
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rendere il panorama delle tecnologie offerte molto vasto; i metodi il cui uso risulta di 
maggiore diffusione, attualmente, sono i seguenti (Ampola, 2008; Bradley et al, 
2012; Qdr Mastfield, 2014; Ruegg e Erskine, 2015): 
- PCR e Real Time-PCR (RT-PCR): queste due metodologie sono le uniche 
tecniche molecolari in grado di costituire uno strumento diagnostico a se 
stante, anche se, come precedentemente detto, non sono ancora perfettamente 
strutturate per poter costituire una metodica diagnostica su larga scala. Come 
strumento diagnostico primario possono risultare convenienti se impiegate 
per la ricerca di quei patogeni particolarmente difficili da riscontrare 
nell‟ambiente, come ad esempio Streptococcus agalactae (Bradley et al, 
2012), oppure nella ricerca rapida di agenti eziologici in mandrie con 
epidemiologia più o meno nota; in alternativa, il campo di applicazione che 
attualmente sta riscuotendo maggiore successo risulta essere l‟impiego dei 
protocolli di PCR e RT-PCR in parallelo alle normali tecniche di laboratorio 
come ausilio nell‟identificazione a livello di specie, sottospecie e tipo 
genetico degli agenti patogeni coinvolti, oppure nello studio dell‟antibiotico-
resistenza degli stessi. Quest‟ultimo aspetto sta ottenendo particolare 
attenzione nell‟ambito della ricerca, permettendo di raggiungere ottimi 
risultati in tempi nettamente inferiori in confronto alle metodiche colturali 
impiegate nei protocolli standard dell‟antibiogramma. Lo studio sempre più 
approfondito del genoma dei diversi microrganismi, ha portato alla 
identificazione di alcune sequenze geniche direttamente codificanti per fattori 
di resistenza ai chemioterapici e alla formulazione di specifici primers in 
grado di amplificarle; nella tabella seguente (Tabella 1.6.4) sono riportati 
alcuni dei principali geni identificati come codificanti per l‟antibiotico-
resistenza, e i corrispettivi principi attivi verso i quali è manifestata la 
resistenza fenotipica (Ampola, 2008):  
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Gene Bersaglio Amplificato 
Resistenza 
Fenotipica 
Bibliografia 
erm b 639 bp Eritromicina Sutcliffe et al, 1996 
erm c 642 bp Eritromicina Sutcliffe et al, 1996 
aac(6‟)-Ie-Aph(2”)-Ia 480bp Gentamicina Kao et al, 2000 
mec A 528 bp Meticillina Predari et al, 1991 
bla Z 840 bp Beta-lattamici Predari et al, 1991 
van A 732 bp Vancomicina Dutka-Malen et al, 1995 
van B  635 bp Vancomicina Dutka-Malen et al, 1995 
tet M-O  1115 bp Tetracicline Cenci Goga BT et al, 2004 
Tabella 1.6.4. Principali geni responsabili dell’anitbioticoresistenza batterica e 
resistenza fenotipica associata. 
 
- MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry): questo tipo di tecnica, insieme alla RAPD e alla 
PGFE, è principalmente impiegata nella tipizzazione microbiologica come 
metodo alternativo ai tradizionali esami biochimici e nella distinzione tra 
disturbi monoclonali e policlonali; 
- RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); 
- PGFE (Pulse Field Gel Electrophoresis); 
- NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification): questa tecnica si 
basa, a differenza delle precedenti, sulla quantificazione dell‟RNA; rispetto 
alla PCR, questa metodica presenta il vantaggio di poter discriminare tra 
microrganismo vivi e morti; 
- AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism); 
- MLST (Multi-Locus Sequence Typing). 
 
1.6.4.4 Antibiogramma 
 
Una volta eseguito l‟isolamento batterico tramite l‟esame colturale, buona prassi 
operativa sarebbe completare l‟iter diagnostico eseguendo un antibiogramma sulle 
colonie ottenute; l‟esecuzione di questo esame permette di valutare in vitro gli effetti 
dei diversi chemioterapici nei confronti della crescita batterica ed orientare, così, la 
scelta della molecola antibiotica da impiegare.  
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Nell‟ambito delle mastiti contagiose, i risultati ottenuti tramite l‟antibiogramma 
possono essere generalizzati alla mandria ed essere applicati a tutti i soggetti 
interessati; per la mastiti sostenute da patogeni ambientali, invece, il risultato 
dell‟antibiogramma può orientare la scelta terapeutica solo del singolo soggetto di 
provenienza del campione.  
Per ottenere una univocità nell‟ interpretazione dei risultati, sono fornite delle griglie 
interpretative e degli standard internazionali di riferimento per l‟interpretazione del 
binomio batterio-molecola, validati e divulgati dagli Organismi scientifici 
internazionali competenti, anche se per alcuni patogeni, come ad esempio 
Campylobacter, Bacillus, Clostridium e Corynebacyerium, non esistono ancora delle 
validazioni primarie da questi Enti. 
Attualmente, i protocolli approvati per eseguire l‟antibiogramma sono due (Arrigoni 
et al, 2014): 
- Metodica per Diluizione: questo protocollo prevede l‟inoculo di batteri 
provenienti dalle colonie isolate precedentemente su terreni con diluizioni 
seriali di una determinata molecola antibiotica; le diluizioni vengono 
effettuate in brodo o in Agar. Osservando l‟azione delle varie diluizioni sulla 
crescita batterica, si può arrivare all‟identificazione della MIC 
(Concentrazione Minima Inibente) relativa a quel determinato binomio 
batterio-molecola, fattore questo che rende questa la metodologia gold 
standard per la determinazione della sensibilità in vitro di un chemioterapico. 
Nonostante l‟elevata accuratezza, queste metodiche non sono impiegate 
routinariamente a causa dell‟eccessiva laboriosità e tempo richiesti. 
 
- Metodica per Diffusione (Disk Diffusion): questo secondo protocollo, invece, 
risulta quello di maggiore impiego nella comune pratica di laboratorio, data la 
sua rapidità di esecuzione e la sua economicità. La metodica di Kirby-Bauer 
(Bauer et al, 1966) prevede l‟inoculo di una quantità nota di batteri su un 
particolare terreno di coltura, sul quale verranno in seguito applicati dei 
dischetti antibiotati e osservata l‟eventuale modificazione nella crescita 
batterica. I terreni impiegati per la prova sono il Muller-Hinton Agar, e il 
Muller-Hinton Agar Sangue, rispettivamente costituiti da infuso di carne di 
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manzo, idrolisato di caseina, amido solubile ed Agar uno, e gli stessi 
ingredienti più il 5% di sangue di montone l‟altro. Il protocollo prevede i 
seguenti passaggi: 
1. prelievo di una concentrazione nota di batteri; 
2. semina sul terreno scelto; 
3. apposizione dei dischetti imbevuti con una concentrazione nota di 
antibiotico; 
4. incubazione a 37°C per 18-24 h in aerobiosi o anaerobiosi a seconda 
del caso; 
5. osservazione dell‟eventuale inibizione della crescita batterica. 
 
Per ottenere un sufficiente numero di informazioni riguardo alla sensibilità 
dei microrganismi verso i diversi principi attivi, è importante effettuare una 
selezione ponderata delle molecole rappresentative di ogni classe da inserire 
nel pannello dell‟antibiogramma. L‟analisi dell‟attività battericida di ogni 
molecola testata viene fatta mediante l‟osservazione degli “aloni di 
inibizione” eventualmente presenti attorno ai dischetti applicati; il loro 
diametro viene misurato e paragonato a delle griglie interpretative, che 
permettono di suddividere i microrganismi in base alla sensibilità alle 
molecole in (Ampola, 2008):  
 sensibili: la crescita batterica è inibita dai normali dosaggi terapeutici 
di quella molecola; 
 moderatamente sensibili: la crescita batterica è inibita 
presumibilmente solo con elevati dosaggi della molecola antibiotica; 
 resistenti: il microrganismo non è inibito dalla molecola esaminata. 
 
1.6.5 Fattori che influenzano l’accuratezza diagnostica 
 
L‟accuratezza dei risultati ottenuti dai vari procedimenti diagnostici descritti, può 
profondamente essere condizionata da molteplici fattori; i principali risultano essere 
(Bradley et al 2012; Zecconi e Zanirato,2013;): 
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- Tipo di campione: la scelta di un campione che sia adeguatamente 
rappresentativo per gli esami che verranno eseguiti è fondamentale per una 
corretta gestione dei risultati ottenuti. L‟esecuzione di campioni sul latte di 
massa, ha come vantaggio la rapidità e la facilità di esecuzione e permette di 
ricavare informazioni epidemiologiche sullo stato generale della mandria e 
sulla presenza in quest‟ultima di particolari patogeni contagiosi, come S. 
agalactiae e S.aureus; dall‟altra parte, tali campioni sono molto suscettibili 
alle contaminazioni secondarie che possono avvenire a carico del latte 
durante le fasi di mungitura e a variazioni dovute all‟influenza della carica 
batterica totale, pertanto il loro impiego risulta inutile se applicato alla ricerca 
di contaminanti ambientali. L‟esame di campioni provenienti da un pool di 
latte dei quattro quarti di una bovina (o campione composto) può portare a 
risultati controversi; sicuramente, questa modalità di prelievo permette di 
ridurre notevolmente i tempi e i costi relativi al campionamento e può 
risultare utile nello screening rivolto verso patogeni contagiosi, come S. 
agalactiae (Bradley et al, 2012; Dinsmore et al, 1991) e Mycoplasma spp. 
(Biddle et al, 2003; Bradley et al, 2012), ma, contemporaneamente, è bene 
ricordare che questo tipo di prelievo può esitare in molti risultati “falsi 
negativi”, in quanto infezioni di un unico quarto, o infezioni determinati da 
bassa carica microbica, possono subire un effetto di diluizione e non essere 
rilevabili; inoltre, tramite l‟analisi di campioni composti, non è possibile 
distinguere i quarti sani da quelli infetti. Il campionamento individuale del 
latte proveniente dai singoli quarti di una bovina con mastite clinica è lo 
strumento più utile e rappresentativo per ottenere informazioni dettagliate e 
accurate sullo stato della sua ghiandola mammaria. Anche se i tempi di 
prelievo e i costi per le attrezzature risultano maggiori rispetto alle altre 
metodiche, il campionamento individuale dei quarti permette di ottenere 
l‟identificazione dei quarti direttamente coinvolti nel processo mastitico, 
l‟identificazione quasi sempre univoca dell‟agente eziologico interessato e la 
riduzione netta della percentuale di risultati “falsi negativi”.  
Anche la scelta dell‟esecuzione di campioni singoli, oppure di campioni 
ripetuti può condizionare l‟accuratezza dei risultati ottenuti; i prelievi ripetuti 
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sarebbero raccomandati per l‟identificazione corretta dell‟agente eziologico, 
soprattutto nel caso di quei microrganismi la cui escrezione risulta 
intermittente, anche se questo comporta dei costi e dei tempi di esecuzione 
spesso proibitivi nella realtà di campo.  
- Scelta degli animali da campionare: in base agli obiettivi desiderati, si può 
scegliere di prelevare campioni da animali con segni clinici evidenti di 
mastite al fine di ottenere informazioni sull‟agente patogeno; oppure, si può 
decidere di eseguire prelievi su animali sani, al fine di effettuare uno 
screening dello stato epidemiologico della mandria. In ogni caso, sarebbe 
preferibile evitare di eseguire campioni su animali che presentino un valore di 
SCC maggiore di 1.500.000 cell/ml o che abbiano iniziato una terapia 
antibiotica, in quanto campioni derivanti da soggetti in tali condizioni hanno 
una maggiore possibilità di dare degli risultati “falsi negativi”. 
- Esecuzione del campione: le modalità di esecuzione del campione possono 
incidere drasticamente sull‟attendibilità dei risultati ottenuti. In primo luogo, 
si devono valutare le tempistiche di prelievo: per campioni del latte di massa, 
è importante che questi vengano effettuati dall‟apice della cisterna dopo 
un‟agitazione manuale del latte della durata di almeno 5-10 minuti e che 
questi vengano eseguiti a non troppe ore di distanza dalla relativa mungitura 
(Ruegg e Erskine, 2015); per campioni individuali, invece, è importante tener 
presente che il latte prelevato prima della mungitura presenta una carica 
microbica maggiore rispetto a quello campionato a fine della stessa (Bradley 
et al, 2012).  
Per quanto riguarda le modalità vere e proprie del campionamento, è 
fondamentale attenersi quanto più rigidamente possibile ai protocolli 
suggeriti in merito dai diversi Enti nazionali e internazionali; altrettanto 
fondamentale risulta essere  l‟impiego di materiale sterile monouso da parte 
del personale incaricato al campionamento.  
Un protocollo di campionamento adeguato deve prevedere i seguenti passaggi 
(Zecconi e Zanirato, 2013): 
1. preparazione dei moduli di accompagnamento dei campioni; 
2. preparazione e numerazione delle provette sterili monouso; 
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3. preparazione del materiale da impiegare per la disinfezione del 
capezzolo; 
4. pulizia del capezzolo: in presenza di capezzoli relativamente puliti, si 
può procedere alla pulizia “a secco” di ogni capezzolo con carta a 
perdere; in caso di capezzoli sporchi, invece, la pulizia viene 
effettuata tramite l‟applicazione locale di schiume detergenti, 
successivamente rimosse con carta a perdere; 
5.  applicazioni di guanti monouso da parte dell‟operatore; 
6. disinfezione del capezzolo: questa procedura può essere eseguita 
tramite l‟utilizzo di cotone imbevuto di alcool, o di salviette imbevute 
di disinfettante; 
7. eliminazione dei primi 3-4 getti di latte dal quarto da campionare, 
ponendo particolare attenzione nell‟evitare il contatto tra il latte e le 
mani del mungitore; 
8. apertura asettica della provetta; 
9. eiezione del latte del quarto interessato nella provetta, con particolare 
cura nell‟impedire il contatto tra capezzolo e provetta e tra latte e 
mano del mungitore; 
10. ripetizione della procedura per ogni quarto da campionare. 
 
- Conservazione del campione: anche in questa fase, devono essere osservate 
determinate accortezze per non interferire con i risultati degli esami di 
laboratorio. È importante mantenere i campioni di latte ad una temperatura 
non superiore ai 4°C e consegnarli al laboratorio entro 24 h dal prelievo; per 
migliorare la conservabilità possono essere addizionati ai campioni dei 
conservanti o dei crioprotettori, come il glicerolo, il cui impiego deve essere, 
però, discusso e approvato dal laboratorio di destinazione. Nel caso in cui i 
campioni non possano essere recapitati al laboratorio entro 24 h, è consigliato 
procedere al congelamento degli stessi; è opportuno ricordare che questa 
procedura è sconsigliata nel caso si voglia procedere alla ricerca di 
Mycoplasma spp., microrganismo particolarmente sensibile alle basse 
temperature (Bradley et al, 2012 Ruegg e Erskine, 2015). 
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1.7 Terapia 
 
La mastite è uno dei principali problemi riscontrabili nell‟allevamento della bovina 
da latte (Bradley et al, 2012) e il suo trattamento o prevenzione rappresentano la 
principale causa di somministrazione di antibiotici in questa specie (Pol e Ruegg, 
2007).  Il rischio che deriva dall‟ uso, spesso sconsiderato, degli antibiotici che viene 
fatto nell‟allevamento della vacca da latte, può avere gravi ripercussioni per quanto 
riguarda la sanità pubblica animale e umana, causando direttamente l‟aumento dei 
residui di antibiotici nell‟ambiente e nei prodotti alimentari e influenzando la 
comparsa o la selezione di ceppi antibiotico-resistenti di agenti patogeni trasmessi 
attraverso gli alimenti (Ruegg, 2015c). 
Spesso, la serrata routine di allevamento, i costi gestionali e l‟impossibilità della 
presenza costante di un veterinario nell‟azienda, comportano la mancata interazione 
tra personale di stalla e veterinario nella formulazione di un piano terapeutico idoneo 
alla casistica presente nella mandria; questa mancanza di cooperazione risulta spesso 
deleteria nei confronti degli esiti del trattamento e del controllo degli eventi mastitici, 
tanto da renderli spesso inefficienti.  
Per lo sviluppo di una corretta ed adeguata strategia di azione nei confronti della 
mastite, sarebbe opportuno usare in combinazione: le conoscenze scientifiche, 
l‟esperienza del personale della stalla, il senso comune e tutte le conoscenze 
acquisite, anche tramite tentativi errati (Bradley et al, 2012; Ruegg e Erskine, 2015). 
I fattori che devono essere tenuti in considerazione durante la scelta dell‟approccio 
terapeutico sono: 
- intensità dei segni clinici, 
- agente patogeno coinvolto, 
- produzione lattea della vacca, 
- momento della lattazione, 
- stato della gravidanza, 
- anamnesi dei precedenti episodi mastitici, 
- valore genetico e di mercato della bovina, 
- disponibilità e tempi di sospensione dei principi attivi scelti, 
- costo dei trattamenti terapeutici. 
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1.7.1 Trattamenti farmacologici 
 
La scelta di un piano terapeutico adeguato al trattamento delle mastiti si basa 
sull‟utilizzo combinato sia di terapie antibiotiche, che di terapie farmacologiche di 
supporto. 
 
1.7.1.1 Terapia antibiotica 
 
L‟impiego, o meno, di farmaci antibiotici deve essere attentamente valutato in corso 
di mastiti. Un loro uso smodato, frettoloso e impreciso può essere causa di ingenti 
perdite economiche per l‟azienda, derivanti principalmente dai costi dei principi 
attivi stessi e dal costo dovuto alla perdita del latte scartato per l‟elevata presenza di 
residui.  
Prima di iniziare una terapia antibiotica, sarebbe opportuno eseguire delle analisi 
colturali sul latte, per accettare sia la presenza effettiva dei microrganismi, sia il loro 
spettro di sensibilità nei confronti dei diversi antibatterici a disposizione. Spesso, 
infatti, il fallimento delle terapie antibiotiche in corso di mastite è determinato 
proprio da uno di questi due fattori: scelta del principio attivo sbagliato e uso di 
antimicrobici in assenza di patogeni da trattare; è largamente riportato in bibliografia, 
infatti, che spesso la manifestazione clinica della mastite avviene quando il patogeno 
è già stato debellato con successo dalla sede mammaria, pertanto almeno il 20-25% 
dei campioni di latte risultano negativi all‟esame colturale (Ruegg, 2015b) e non 
traggono alcun beneficio dall‟impiego di antibiotici. 
Essendo, la mastite, una patologia che coinvolge, dal punto di vista eziologico, più di 
150 specie differenti (Bradley et al  2012), risulta chiara l‟innumerevole varietà di 
antimicrobici che possono essere impiegati per il suo trattamento; piuttosto che 
discutere dei più principi attivi più comunemente utilizzati nelle mastiti, mi sembra 
più opportuno soffermarmi sulle osservazioni e sulle considerazioni delle quali 
converrebbe tener conto per poter effettuare delle scelte terapeutiche consapevoli e 
poter fare un uso razionale degli antibiotici. 
Nella formulazione dell‟eventuale protocollo antibiotico o, al contrario, nella scelta, 
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altrettanto valida, di non ricorrere all‟utilizzo di queste molecole, è utile riflettere sui 
seguenti fattori (Ruegg e Erskine, 2015): 
- Agente eziologico coinvolto: è molto importante considerare l‟eziologia 
coinvolta nell‟infezione; sarebbe ottimale, infatti, effettuare degli esami 
batteriologici su campioni di latte provenienti dai quarti delle bovine infette e, 
solo dopo averne ottenuto i risultati, procedere alla scelta della molecola 
antibiotica. In alternativa, in quei casi la cui gravità richiede una copertura 
antibatterica tempestiva, si può procede al prelievo e all‟invio dei campioni di 
latte per gli esami colturali nel momento della diagnosi clinica, iniziare 
immediatamente una terapia antibiotica ad ampio spettro nell‟attesa dei 
risultati e, successivamente, modificarla in base alle informazioni ottenute 
sulla natura dell‟agente in causa. Inoltre, la conoscenza dell‟agente eziologico 
coinvolto, può risultare molto importante nelle mastiti causate da 
microrganismi che scarsamente rispondono agli antibiotici, quali, ad esempio, 
Pseudomonas aeruginosa, Prototheca zopfii e i Mycoplasma spp. 
- Anamnesi individuale della bovina interessata: nella valutazione del 
soggetto/i coinvolti vanno presi in considerazione diversi aspetti, quali: 
parità, stato della lattazione, SCC nel latte, gravidanza, valore economico e 
genetico e costo dei trattamenti. 
- Gravità dell‟evento mastitico: per una prognosi attendibile è importante 
monitorare alcuni parametri clinici della bovina, quali temperatura rettale, 
grado di disidratazione, stato della mammella, numero e intensità delle 
cascate ruminali. 
- Strategie alternative: in alternativa all‟uso degli antibiotici, si può ricorrere ad 
altre strategie terapeutiche, quali: riforma o eutanasia della bovina; mandare 
forzatamente in asciutta l‟animale; somministrare esclusivamente terapie di 
supporto; indurre l‟interruzione permanente della lattazione nella ghiandola; 
o, infine, non fare nulla ed attendere il corso degli eventi. 
- Scelta dell‟obiettivo: da un punto di vista puramente medico, il risultato 
ottimale da raggiungere consisterebbe nella completa guarigione clinica e 
batteriologica dell‟animale, accompagnata da un tempestivo ritorno ad una 
produzione lattea ottimale; nella realtà zootecnica, però, la scelta degli 
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obbiettivi è condizionata da molteplici fattori, soprattutto di natura 
economica. Pertanto, la via della guarigione clinica può, a volte, risultare la 
scelta meno conveniente per l‟allevatore. 
- Formulazione del la scelta terapeutica con la massima accuratezza, ma nel 
minor tempo possibile, in modo da poter attuare quanto prima il protocollo 
farmacologico desiderato. 
- Scelta del la molecola antibiotica più appropriata, preferibilmente avendone 
testato in vitro lo spettro d‟azione per i patogeni in questione. 
- Considerare la farmacocinetica e la farmacodinamica delle molecole 
impiegate in rapporto al target che si desidera raggiungere (sangue, latte o 
tessuto mammario), Differente è la localizzazione del patogeno, differente 
potrebbe essere la molecola da impiegare o la via di somministrazione da 
preferire. Ad esempio, per gli stafilococchi CNS, che risiedono 
principalmente nel latte, risulta utile la somministrazione di antibiotici per via 
intramammaria; nel corso di infezioni da coliformi, invece, i microrganismi si 
ritrovano frequentemente anche a livello del torrente circolatorio, quindi 
potrebbe essere utile una terapia di tipo sistemico. S. aureus e S. uberis 
possono essere ritrovati, invece, sia nel latte che all‟interno dei leucociti e del 
tessuto mammario; in questa situazione un‟ottima strategia di azione potrebbe 
essere quella di utilizzare in maniera combinata la terapia sistemica e la 
terapia intramammaria. Inoltre, è importante accertarsi che il principio attivo 
impiegato riesca a raggiungere la MIC necessaria anche a livello della 
ghiandola mammaria o del latte, in quanto i dati commerciali che 
accompagnano gli antibiotici sono spesso riferiti e garantiti solo per le 
concentrazioni che questi riescono a raggiungere nel siero o nei fluidi 
interstiziali. 
- Riepilogo della situazione: un uso giudizioso degli antibiotici prevede 
un‟analisi  a diversi livelli dell‟evento mastitico; molti sono i fattori che 
possono influenzare sia le scelte terapeutiche che gli esiti delle terapie stesse, 
questi sono principalmente relativi a: animale colpito, patogeno coinvolto, 
costo delle opzioni terapeutiche e/o delle perdite correlata alla produzione del 
latte. 
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1.7.1.2 Terapie di supporto (Ruegg e Erskine, 2015) 
 
Con le terapie di supporto si mira a tamponare tutte quelle alterazioni secondarie che 
accompagnano l‟evento mastitico o che potrebbero verificarsi nel futuro decorso 
dell‟infezione e a fornire un supporto attivo al sistema immunitario della bovina 
colpita. 
 
Fluido terapia: la somministrazione dei fluidi può essere finalizzata sia al solo 
ripristino dell‟equilibrio idrico dell‟animale, che anche al ripristino del suo equilibrio 
elettrolitico.  
In corso di mastite, il grado di disidratazione raggiunto dall‟animale può 
condizionare negativamente sia lo stato di salute generale del soggetto, che il decorso 
dell‟infezione, ed è importante valutare tempestivamente la necessità di una 
reintegrazione fluidica. Lo stato di idratazione nel bovino adulto può essere valutato 
attraverso l‟osservazione del sollevamento di una plica cutanea e del grado di 
retrazione del bulbo oculare; in un soggetto normoidratato non deve essere presente 
retrazione del globo oculare e, se viene sollevata una plica di pelle a livello cervicale, 
questa deve ritornare in sede, tramite una risposta di tipo elastico del tessuto, in un 
tempo massimo di 2 secondi.  
 
Terapia antinfiammatoria: lo scopo della terapia con farmaci antinfiammatori è 
principalmente il controllo del dolore correlato alla mastite, il  loro uso durante 
questi eventi patologici è controverso e ancora poco documentato. Le classi 
farmacologiche alle quali si deve fare riferimento in caso di scelta di una terapia 
antinfiammatoria sono: 
 
- farmaci antinfiammatori steroidei: l‟uso di questi farmaci nel trattamento 
delle mastiti è controverso, in quanto possono avere forti effetti 
immunosoppressivi (e la mastite è un processo dove una corretta risposta 
immunitaria è fondamentale per la risoluzione dell‟infezione) e, oltretutto, 
possono anche essere causa di aborto, soprattutto dopo il quinto mese di 
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gravidanza. Inoltre, l‟impiego di questi farmaci nella specie bovina è 
strettamente regolamentato in molti Paesi del mondo,  pertanto, non esistono 
neanche abbastanza studi che ne confermino o smentiscano l‟utilità in questa 
situazione. 
- farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS): sebbene questa classe 
farmacologica sia meno regolamentata della precedente, i principi attivi 
registrati per la specie bovina sono pochi, molto costosi e prevedono lunghi 
tempi di sospensione per il latte e le carni. Per questo anche per queste 
molecole non c‟è una documentazione sufficiente per la definizione della loro 
reale utilità. 
 
Trattamenti per lo svuotamento della mammella: questo approccio terapeutico si 
instaura con la finalità di favorire farmacologicamente e meccanicamente 
l‟allontanamento dalla ghiandola mammaria di microrganismi, detriti infiammatori e 
mediatori dell‟infiammazione. L‟aiuto farmacologico viene apportato mediante la 
somministrazione di ossitocina, mentre la stimolazione meccanica viene eseguita 
mediante l‟aumento del numero di mungiture quotidiane della bovina interessata 
(ogni 4-6 ore). In realtà, non esistono studi che evidenziano benefici significativi 
correlati a questa pratica. 
 
Altre misure: il trattamento della mastite clinica comprende un panorama altamente 
variegato di terapie  non farmacologiche finalizzate al ripristino della salute della 
ghiandola mammaria, la cui reale efficacia, però, non è spesso scientificamente 
provata. Questi spaziano tra: programmi di massaggio della mammella, applicazione 
di linimenti, somministrazione di vitamine, ozonoterapia, fino ad arrivare a 
programmi di idroterapia e molto altro ancora. 
 
1.7.2 Accorgimenti gestionali 
 
La diffusione delle mastiti in una mandria può essere fortemente condizionata dal 
management aziendale adottato e dalle procedure routinarie correlate alla mungitura. 
Il manifestarsi di patologie mammarie secondarie a infezioni opportunistiche della 
62 
 
ghiandola dipende dal mantenimento del delicato equilibrio tra il sistema 
immunitario dell‟ospite e la pressione batteriologica ambientale; diversi sono i fattori 
che possono interferire con questo equilibrio modificando le condizioni della bovina, 
dell‟ambiente o di entrambi. L‟approccio all‟evento mastitico non deve essere visto 
unicamente in una prospettiva di tipo farmacologico, ma deve essere, piuttosto, 
strutturato in modo tale da poter comprendere diversi livelli di azione, sia 
farmacologici, ma anche gestionali e ambientali.  
Gli aspetti verso i quali sarebbe opportuno indirizzare i provvedimenti di controllo 
possono essere grossolanamente distinti in aspetti correlati  principalmente alla 
bovina, e aspetti relativi alla pressione microbiologica ambientale. 
 
1.7.2.1 Aspetti correlati alle bovine 
 
Tra questi, quelli di particolare rilevanza risultano essere:  
- Alimentazione: un corretto apporto di tutti i macro e micro nutrienti è 
fondamentale per un perfetto funzionamento del sistema immunitario delle 
bovine; l‟influenza di questo fattore, sembra avere particolare rilevanza 
soprattutto nel periodo dell‟asciutta e della transizione. Lo stress metabolico 
correlato al bilancio energetico negativo che accompagna l‟ultimo periodo 
della gravidanza nelle bovine, è risultato avere una profonda incidenza 
sull‟efficienza della risposta immune, che risente negativamente 
dell‟influenza dell‟elevata concentrazione di NEFA circolanti e di molecole 
antinfiammatorie steroidee endogene (Sordillo e Aitken, 2009; Sordillo, 
2015b;). 
- Vaccinazione degli animali: questa tipologia di profilassi non garantisce una 
copertura totale contro gli agenti patogeni, ma piuttosto è indirizzata al 
potenziamento dei meccanismi di difesa contro alcuni epitopi (o 
determinanti) batterici. 
- Igiene della mammella: molti studi hanno confermato la correlazione positiva 
tra pulizia della mammella e qualità del latte (Barkema et al., 1998 ; Reneau 
et al., 2003 ; Schreiner & Ruegg, 2003). A questo scopo può risultare utile la 
valutazione sistematica delle mammelle delle bovine in lattazione attraverso 
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delle chiavi di valutazione visiva. Un metodo molto usato è l‟ Udder Hygiene 
Score (UHS) che permette di assegnare un punteggio da 1 a 4 alle mammelle 
in base al loro aspetto sanitario e al loro grado di imbrattamento, come 
mostrato dalla figura sottostante (Figura 1.7.1) 
 
 
Figura 1.7.1. Rappresentazione visiva dei 4 diversi scores impiegati nell’ UHS. (Risco e 
Melendez, 2011. Modificato). 
 
- Selezione genetica: questa opzione non rientra nelle metodologie di controllo 
a breve termine, ma è ampiamente dimostrata la sua utilità nei programmi di 
controllo a lungo termine delle mastiti. Non in tutti i Paesi sono in atto 
protocolli di miglioramento genetico che comprendano anche la resistenza 
alle infezioni mammarie, ma sarebbe una strategia da tenere a mente 
nell‟ottica di ottenere, nel tempo, mandrie tendenzialmente meno suscettibili 
al fenomeno. 
 
1.7.2.2 Fattori correlati alla pressione microbiologica ambientale 
 
Risultati incoraggianti nel controllo delle mastiti possono essere raggiunti ponendo 
particolare accortezza sui seguente aspetti (Ruegg, 2011): 
- Progettazione strutturale delle stalle: un attenzione particolare dovrebbe 
essere impiegata nella progettazione degli ambienti adibiti alla detenzione 
degli animali; fattori quali sovraffollamento, presenza di spazi adeguati e 
sufficienti al riposo e alla ruminazioni di tutti i soggetti della 
mandria,ventilazione adeguata, presenza di aree separate adibite alla 
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quarantena degli animali e al momento del parto, qualità dei materiali 
impiegati e struttura delle zone adibite alla mungitura dovrebbero essere 
tenute in grande considerazione durante la fase di progettazione dello stabile. 
- Livello di igiene generale dell‟allevamento e delle aree e strutture destinate ad 
entrare in contatto con gli animali.  
- Strategie per il combattimento dello stress termico degli animali, nelle quali 
possono rientrare ventilatori, tettoie per il riparo dai raggi solari diretti, 
nebulizzatori di acqua a livello soprattutto del fronte di mangiatoia, 
alimentazione degli animali nelle ore più fresche e molti altri ancora. 
- Corrette pratiche di mungitura: la mungitura risulta essere un fattore di 
rischio fondamentale nella diffusione delle mastiti tra le bovine in lattazione; 
una corretta  gestione di questa attività e di tutte quelle ad essa correlate è la 
chiave per un corretto approccio al problema delle infezioni mammarie. 
L‟attenzione deve essere riposta soprattutto verso: formazione e igiene del 
personale addetto alla mungitura; formulazione di un ordine di mungitura nei 
casi di mastite clinica all‟interno dell‟allevamento; fase del predipping; 
esame dei primi getti di latte; asciugatura della mammella; attacco dei gruppi 
di mungitura e fase del postdipping. 
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Capitolo 2 – Stato dell'arte sulla diagnosi e aspetti 
microbiologici delle mastiti bovine  
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2.1 Introduzione 
 
La mastite rimane tutt‟ora un problema di fondamentale importanza per 
l‟allevamento della bovina da latte. Nonostante gli enormi progressi tecnologici e le 
nuove scoperte in ambito diagnostico, questa patologia sembra ancora essere un 
ostacolo invalicabile per molte delle realtà operative nel settore (Zecconi e Zanirato, 
2013). 
La situazione mondiale al riguardo, non si discosta poi molto dal panorama  italiano, 
tanto che la mastite viene attualmente riconosciuta a livello globale come l‟evenienza 
più dispendiosa per le aziende da latte (Reis e Lopes, 2014). I costi associati a questa 
patologia sono principalmente legati alla diminuzione della quantità di latte prodotto 
per ogni lattazione, all‟alterazione delle qualità organolettiche e sanitarie del latte e ai 
costi diretti delle spese veterinarie e dei diversi protocolli terapeutici intrapresi, 
compresa la riforma degli animali. 
Le metodiche diagnostiche attualmente in uso nella maggior parte dei laboratori, 
permettono di raggiungere elevatissimi livelli di sensibilità e specificità per i 
parametri testati, ma presentano tutte lo svantaggio di necessitare di elevati tempi per 
la loro realizzazione; nei casi di mastite clinica, è proprio a causa dell‟ eccessivo 
tempo di realizzazione di questi esami che gli allevatori preferiscono evitare di 
aspettare così tanto per intraprendere le scelte terapeutiche del caso, non 
coinvolgendo, spesso, neanche la figura del veterinario (Ruegg, 2015c); per quanto 
riguarda i casi di mastite subclinica, invece, nei quali le alterazioni a carico del latte 
non sono visibili macroscopicamente, l‟eccessiva tempistica delle analisi di 
laboratorio incide negativamente non tanto nella scelta della terapia, quanto nel 
ritardo nell‟identificazione dei casi, che si traduce in una massiccia perdita 
economica per lo scadimento delle qualità del latte.  
È stato ampiamente dimostrato quanto una diagnosi precoce di mastite possa influire 
positivamente sull‟evoluzione clinica ed economica della malattia, contribuendo 
direttamente alla diminuzione dei costi associati alla perdita di latte per minor 
produzione o scarsa qualità, permettendo di istaurare protocolli terapeutici precoci e 
aumentando così gli indici di recupero negli animali (Reis e Lopes, 2014).  
Proprio per tale motivo le nuove frontiere della ricerca in ambito delle mastiti stanno 
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sempre più dirigendosi verso lo sviluppo di protocolli diagnostici che riescano a 
garantire adeguati livelli di sensibilità e specificità in un tempo nettamente inferiore 
rispetto alle metodologie tradizionali.  
 
68 
 
2.2 Panoramica sulle correnti tecniche diagnostiche 
 
Il panorama attuale offre innumerevoli opportunità di approccio diagnostico al 
problema della mastite, sebbene nessuna di queste tecniche riesca a soddisfare in 
pieno il binomio specificità diagnostica-rapidità esecutiva; proprio per questo motivo 
la diagnosi precoce di mastite non può essere effettuata sulla base di un unico 
protocollo, ma, piuttosto, deve essere formulata sulla base delle informazioni 
ottenute attraverso l‟impiego di diverse metodologie di analisi, in campo o in 
laboratorio. 
Le tecniche e le metodologie investigative di più largo impiego sono le seguenti: 
- Conducibilità Elettrica (CE): rappresenta la capacità di una sostanza di 
permettere il passaggio di corrente elettrica o calore; nel latte, questa 
proprietà è conferita principalmente dalla composizione ionica di questo. Il 
sodio, il potassio e il cloro sono gli ioni maggiormente coinvolti nella 
variazione di questo parametro; le cellule secretorie della ghiandola 
mammaria si occupano del mantenimento di questo equilibrio ionico, 
mantenendo, nel latte, una concentrazione di cloro inferiore a quella del 
sangue e un rapporto sodio:potassio pari a 1:3, rispetto a 30:1 del sangue o 
dei fluidi extracellulari. Nella ghiandola malata questi rapporti si alterano, 
risultando in un aumento della concentrazione del sodio e del cloro che 
determinano un aumento del valore della CE. Sebbene l‟aumento di CE abbia 
una correlazione con l‟innalzamento della SCC, quest‟ultima non risulta 
avere una correlazione univoca con l‟evento mastitico; per questo motivo la 
variazione del valore di CE non può essere utilizzata come metodo 
diagnostico a se stante, presentando una sensibilità generale del 66% e una 
specificità pari al 94% (Reis e Lopes, 2014), ma può essere impiegato come 
indice in campo per ulteriori approfondimenti. 
 
- Conta delle Cellule Somatiche (SCC): le cellule somatiche del latte sono 
costituite per il 75% da leucociti e per il 25% da cellule epiteliali di 
sfaldamento della mammella (Deb et al, 2013). Per la valutazione di questo 
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parametro possono essere impiegate diverse tecniche, eseguite direttamente in 
campo o presso laboratori.  
La metodologia di referenza per la misurazione di questo parametro è la 
microscopia diretta, che prevede la distribuzione su un apposito vetrino di 
0,01 ml di latte, la colorazione di questo con un colorante a base di blu di 
metilene allo 0,6% e la successiva conta delle cellule presenti al microscopio 
ottico, che appariranno tinte di azzurro (Reis e Lopes, 2014). Nella 
diagnostica in campo, si possono utilizzare  metodologie indirette per avere 
un indice delle cellule somatiche del campione, come il California Mastitis 
Test (CMT), o altri test basati sullo stesso principio, come il R-mastitest; il 
limite di queste tecniche risiede nell‟interpretazione dei risultati, che possono 
essere influenzati dalla capacità discriminatoria di chi li esegue. Sempre per 
la diagnostica in campo, sono attualmente disponibili macchinari portatili del 
peso complessivo di 4 kg circa, che sono in grado di stimare la SCC in 
campo, tramite la lettura ottica di campioni di latte addizionati con un agente 
intercalante fluorescente, il bromuro di etidio, capace di penetrare nelle 
cellule e reagire col DNA nucleare al loro interno; l‟impiego di questo 
strumento permette di ottenere risultati in meno di un minuto, con 
un‟autonomia in campo di circa 750 campioni (Hogeveen, 2010; Reis e 
Lopes, 2014) e permette di ovviare al problema dell‟interpretazione 
soggettiva dei risultati.  
Per la conta in laboratorio delle cellule somatiche, oltre alla microscopia 
diretta, sono attualmente disponibili numerosi macchinari automatici in grado 
di effettuare questa analisi a partire da campioni freschi, refrigerati o 
congelati. Uno di questi strumenti è il Somacount® , che basa il suo 
funzionamento sulla citometria di flusso: il campione viene addizionato con 
un reagente, il bromuro di etidio, capace di conferire fluorescenza ai nuclei 
delle cellule; tale fluorescenza viene captata come impulso elettrico dai 
sensori della macchina e convertita nel valore della SCC relativa. Un altro 
strumento simile e altrettanto diffuso è il Fossomatic® (Reis e Lopes, 2014; 
Ruegg e Erskine, 2015), basato sul medesimo principio di funzionamento del 
precedente (Viguier et al, 2009). 
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- Lattato deidrogenasi (LDH): questo enzima appartiene alla via metabolica 
della glicolisi, ed è normalmente presente nel citoplasma delle cellule di tutti i 
tessuti dei bovini. L‟aumento della sua concentrazione nel latte è il risultato 
della risposta immunitaria della bovina e delle modificazioni della 
permeabilità di membrana delle cellule della mammella; per tali motivi può 
essere impiegato come indicatore precoce di mastite, permettendo di poter 
fare diagnosi circa 48 h prima della comparsa dei segni clinici (Reis e Lopes, 
2014). L‟attività di questo enzima è valutata attraverso l‟impiego di uno 
spettrofotometro. Nonostante l‟elevata sensibilità e l‟elevata correlazione con 
la mastite, lo svantaggio di questa tecnica risiede nella necessità dell‟uso di 
laboratori specializzati per l‟esecuzione dei test, e l‟attuale indisponibilità di 
metodiche di campo. 
 
- N-acetil-β-D-glucosaminidasi (NAGase): anche la concentrazione di questo 
enzima nel latte subisce una variazione durante l‟evento mastitico, più 
precisamente un aumento. Il monitoraggio dell‟attività enzimatica della 
NAGase permette, come per il LDH, di ottenere informazioni importanti 
sullo stato della mammella in esame (Viguier et al, 2009). 
 
- Esami Colturali: questa metodica rappresenta quella di riferimento per 
l‟identificazione dei quarti infetti e per l‟identificazione degli agenti 
eziologici responsabili del processo mastitico; per maggiori approfondimenti 
si faccia riferimento al paragrafo 1.6.3.2. Gli svantaggi di queste tecniche 
sono, ancora una volta, la necessità di un laboratorio per la loro esecuzione e 
l‟eccessivo tempo di attesa necessario per i risultati, che può arrivare anche a 
durare dei giorni. Un altro svantaggio di questa tecnica è la validità solo ed 
esclusivamente nell‟identificazione di agenti eziologici vivi (Deb et al, 2013). 
 
- Metodiche basate sul principio della PCR: queste tecnologie rappresentano 
una moderna frontiera molto promettente nell‟ambito della diagnosi della 
mastite, permettendo di diminuire drasticamente i tempi di attesa e di poter 
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smascherare la presenza di microrganismi sia vivi che morti (Amin et al, 
2011; Deb et al, 2013). Il limite attuale nell‟impiego di queste tecniche è il 
costo, ancora relativamente elevato, e la possibilità di applicazione solo per la 
ricerca di pochi agenti eziologici rispetto alle tradizionali metodiche colturali. 
Numerosi protocolli di PCR sono stati sviluppati e numerose sequenze 
geniche caratteristiche di alcuni microrganismi coinvolti nel processo 
mastitico sono state identificate; i protocolli di maggiore diffusione 
attualmente sono: la Multiplex PCR, che permette di smascherare 
contemporaneamente la presenza diversi microrganismi dallo stesso 
campione (Phuektes et al, 2001; Deb et al, 2013); la RT-PCR potrebbe essere 
un protocollo alternativo alle metodiche colturali, anche se gli elevati costi ne 
proibiscono ancora un impiego su larga scala; il Circulating miRNA è un 
nuovo strumento diagnostico che si basa sull‟identificazione dei MicroRNA; 
sequenze non codificanti costituite da 22 nucleotidi, che agiscono nella 
regolazione trascrizionale e post-trascrizionale dell‟espressione genica (Chen 
and Rajewsky, 2007). 
 
- Test immunitari: non sono ancora molti i protocolli immunitari disponibili nel 
campo della diagnosi della mastite; le metodiche a disposizione si basano 
principalmente sulla metodica ELISA, ma sono state sviluppate solo nei 
confronti di un numero limitato di agenti eziologici, quali S. aureus, per il 
quale vengono utilizzati substrati di incubazione tappezzati di anticorpi 
monoclonali anti-S. aureus (Yazdankhah et al, 1998; Fox and Adams, 2000; 
PJBS, 2013 pag 1655), e Listeria monocytogenes (Kalorey et al, 2007; PJBS, 
2013 pag 1655). Le tecniche immunitarie possono anche essere usate nella 
ricerca di biomarkers proteici associati alla mastite, come nel caso delle 
proteine di fase acuta. Queste, sono un gruppo di proteine che subiscono 
importanti modificazioni di concentrazione a seguito di eventi come traumi, 
infezioni e infiammazioni (Kushner e Mackiewicz, 1987); alcune di queste, 
come l‟aptoglobina (Hp) e la siero amiloide A (SAA), durante il fenomeno 
mastitico aumentano la loro concentrazione, sia nel siero che nel latte. 
L‟analisi di questi markers permette di discriminare in maniera abbastanza 
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soddisfacente i quarti sani da quelli moderatamente e gravemente infetti, 
soprattutto per quanto riguarda la SAA, valore per il quale si ha una 
sensibilità e specificità dei test del 100% (Eckersall et al, 2001). 
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2.3 Nuove prospettive nella diagnosi precoce della mastite 
 
Le nuove prospettive di ricerca in ambito della mastite stanno sempre di più 
orientandosi verso la ricerca di metodiche di laboratorio che riescano ad abbattere i 
lunghi tempi di esecuzione e verso la scoperta di nuovi biomarkers che possano 
essere associati precocemente al fenomeno della mastite.  
Lo studio di nuovi target diagnostici correlati alla mastite sta portando alla luce nuovi 
aspetti sui quali implementare le ricerche, che hanno la potenzialità di rappresentare 
nuovi indici di riferimento nella definizione precoce dello stato sanitario della 
mammella.  
La diagnosi precoce è, per l‟appunto, l‟obiettivo di tutti i progetti di ricerca attivi nel 
campo; i principali indirizzi riguardano: 
- sviluppo di sensori automatici integrati nei sistemi di mungitura, 
- sviluppo di strumentazioni portatili per le principali analisi, 
- On Farm Coulture (OFC), 
- modificazioni comportamentali nel corso di mastite, 
- sviluppo di nuove tecniche immunitarie, 
- sviluppo di biochips, 
- sviluppo di nuove indagini molecolari. 
 
2.3.1 Sensori automatici integrati nei sistemi di mungitura  
  
I moderni sistemi di mungitura sono tutti dotati di numerosi sensori in grado di 
valutare numerosi parametri correlati ad ogni bovina; la diffusione di queste 
tecnologie e l‟avvento della cosiddetta “zootecnia di precisione” (Reis e Lopes, 
2014) permette di ottenere in tempo diretto molte informazioni sullo stato sanitario 
dell‟animale e sulla qualità del latte da esso prodotto. Riguardo all‟analisi del latte, i 
comuni sistemi sono dotati principalmente di sensori in grado di misurare parametri 
come la CE, il pH, l‟omogeneità e il colore del latte; le apparecchiature di ultima 
generazione, tendono a integrare al loro interno il maggior numero di analiti 
possibili, cercando metodologie di inclusione per nuovi parametri quali le SCC, il  
LDH e la SAA. L‟Herd-Navigator®, è uno di queste tipologie di sensori da integrare 
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alle apparecchiature di mungitura; tramite questo si possono in tempo reale i valori 
del latte relativi a progesterone, LDH, urea e β-idrossibutirrato (Reis e Lopes, 2014). 
 
2.3.2 Strumentazioni portatili per le analisi in campo 
 
Il limite nei metodi diagnostici della mastite è l‟attuabilità diretta in campo; proprio 
per questo motivo sempre più ditte si stanno applicando nella progettazione di 
macchinari portatili, che permettano al veterinario buiatra di poter effettuare alcuni 
tipi di analisi direttamente sul campo.  
Attualmente sono disponibili in commercio diversi macchinari per la misurazione 
della SCC, alcuni basta sul metodo della lettura ottica (Hogeveen, 2010), altri sulla 
reazione enzimatica prodotta dall‟esterasi rilasciata dalla cellule somatiche (Viguier 
et al, 2009); per la determinazione del LDH, è stato progettato un test basato sull‟uso 
della chimica a secco unitamente ad uno spettrofotometro portatile (Hiss et al, 2007). 
 
2.3.3 On Farm Coulture (OFC) 
 
Un nuovo modo di approccio diagnostico alla mastite è lo sviluppo di protocolli di 
On Farm Coulture (OFC), ossia protocolli che prevedono l‟esecuzione di esami 
batteriologici direttamente in azienda (Ruegg, 2015a). L‟applicazione di questi 
protocolli permette di diminuire i tempi dell‟esame batteriologico (Ruegg, 2011), di 
migliorare le scelte terapeutiche (Ruegg, 2015a) e di diminuire i costi associati alle 
perdite di latte e al trattamento di casi con batteriologico negativo (Lago et al, 2011). 
Questi protocolli prevedono l‟impiego di piastre suddivise in diversi scompartimenti 
con differenti terreni selettivi, che permettono la crescita e la differenziazione dei 
principali  agenti eziologici della mastite e la loro successiva incubazione 
direttamente in azienda, generalmente per 24 h; i tipi di piastre disponibili per queste 
analisi, come quelle rappresentate nella figura (Figura 2.3.3.1) sono preparate 
principalmente con i seguenti terreni; in diverse formulazioni: Agar Sangue, per la 
crescita della maggior parte dei batteri; Agar MacConkey, per la crescita selettiva dei 
Gram-negativi; TKT agar, per la selezione degli Streptococchi; Baird-Parker Agar o 
KLMB medium per la crescita degli Stafilococchi e molti altri.  
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Figura 2.3.3.1. Alcune tra le principali tipologie di piastre impiegate nei protocolli di OFC (Risco 
e Melendez, 2011. Modificato). 
 
L‟attuazione di protocolli di questo genere permette di attuare piani terapeutici solo 
quando sono strettamente necessari, ed evitare così inutili perdite dovute ai tempi di 
sospensione, oltre che specifici per l‟agente coinvolto, minimizzando quindi l‟uso di 
antibiotici negli animali. Per ottenere questi risultati è necessaria una stretta 
collaborazione tra il veterinario ed il personale dell‟azienda, che dovrebbe essere 
preventivamente formato e regolarmente aggiornato al riguardo.  
Un tipico protocollo di OFC è illustrato nella figura sottostante (Figura 2.3.3.2) 
(Risco e Melendez, 2011). 
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Figura 2.3.3.2. Esempio di protocollo impiegato nelle OFC (Risco e Melendez, 2011). 
 
2.3.4 Variazioni comportamentali precoci nella mastite clinica 
 
Come ogni processo patologico, l‟evento mastitico è accompagnato da alcune 
modificazioni comportamentali nelle bovine coinvolte, principalmente correlate ad 
atteggiamenti di malessere generale, quali diminuzione dell‟attività generale, 
diminuzione dell‟ingestione di alimento ed alterazioni del comportamento sociale 
(Dantzer e Kelley, 2007).  
L‟osservazione di alcuni parametri del comportamento delle bovine nella mandria, 
può fornire informazioni predittive utili per quanto riguarda il futuro manifestarsi di 
un evento di mastite clinica a carico delle stesse. È stato osservato, infatti, che nei 5 
giorni antecedenti la diagnosi clinica dell‟episodio di mastite è possibile rilevare 
modificazioni etologiche, soprattutto in (Sepulveda-Varas et al, 2014): 
 
- abitudini alimentari: ad esempio l‟ingestione di sostanza secca, che 
diminuisce gradualmente fino al giorno della diagnosi o il tempo passato alla 
mangiatoia durante la giornata, che rispecchia lo stesso andamento; 
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- comportamenti sociali: nei giorni precedenti la diagnosi è possibile rilevare la 
diminuzione dei comportamenti aggressivi delle vacche interessate, sia nella 
mandria, ma soprattutto alla mangiatoia. Sono, inoltre, attenuati atteggiamenti 
come la toelettatura/grooming e il tempo speso in decubito. 
 
2.3.5 Nuove tecniche diagnostiche su base immunitaria e molecolare 
 
Questi due settori di ricerca rappresentano le frontiere al momento più promettenti 
nell‟ambito della diagnosi precoce della mastite. I continui progressi effettuati in 
entrambi i campi rendono particolarmente difficoltosa la presentazione del panorama 
attuale al riguardo.  
Per quanto riguarda le tecniche su base immunitaria, i principali indirizzi di ricerca 
sono volti alla formulazione di nuovi kit commerciali diretti verso un più ampio 
numero di agenti eziologici rispetto a quelli disponibili attualmente sul mercato e 
all‟individuazione di nuovi biomarkers che possano essere analizzati precocemente 
ed altrettanto precocemente associati al fenomeno mastitico (Viguier et al, 2009). 
Anche nel campo della diagnostica molecolare, la ricerca è in continuo movimento. I 
progressi tecnologici sono principalmente indirizzati alla sequenziazione genomica 
degli agenti eziologici e alla formulazione di nuovi primers di reazione sempre più 
univoci nei confronti di questi, nello studio dei profili proteici associati ai vari 
microrganismi durante il fenomeno mastitico e alla formulazione di protocolli 
sempre più semplici, rapidi ed economici (Viguier et al, 2009; Deb et al, 2013) 
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PARTE SPERIMENTALE 
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Capitolo 3 – Scopo 
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3.1 Scopo 
 
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di valutare aspetti diagnostici e 
microbiologici su bovine con almeno un quarto positivo al CMT, ma in assenza di 
alterazioni all‟EOP dell‟apparato mammario, dunque con presuntiva mastite 
subclinica. 
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Capitolo 4 – Materiali e Metodi 
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4.1 Sede di svolgimento dello studio e descrizione dell’allevamento 
 
La nostra ricerca è stata eseguita presso l‟allevamento di bovine da latte del Centro 
Interdipartimentale di Ricerche Agro-Ambientali (CIRAA) “Enrico Avanzi” 
dell‟Università di Pisa. Il CIRAA ospita un allevamento di tipo intensivo, composto 
da circa 55 bovine in lattazione, di razza frisona italiana, con una produzione lattea 
media pro-capite giornaliera di circa 30 litri. 
L‟allevamento è suddiviso in una vitellaia, zona adibita all‟allevamento del vitello e 
della rimonta, e in una zona dedicata agli animali adulti, a sua volta divisa in bovine 
in asciutta e bovine in produzione. Gli animali sono stabulati liberi in recinti 
collettivi con un‟area esterna dedicata all‟alimentazione e allo sgambamento, ed 
un‟area interna per il riposo. In questa stalla la lettiera è di tipo semi-permanente e 
non sono presenti cuccette. 
L‟alimentazione è somministrata agli animali nelle corsie di alimentazione tramite un 
carro miscelatore semovente (Storti, Verona, Italia) sotto forma di uni-feed. Le 
componenti principali dell‟alimento sono:  
- insilato di mais,  
- fieno di erba medica,  
- fieno di primo taglio,  
- farina di mais,  
- farina di orzo,  
- nucleo proteico e vitaminico,  
- mangime composto pellettato, acquistato da mangimifici.  
 
La sala di mungitura è strutturata “a lisca di pesce” disposta in un'unica fila; le pareti 
sono totalmente piastrellate e quindi lavabili; i pavimenti sono antiscivolo muniti di 
canalette grigliate per agevolare il deflusso di deiezioni e acqua di lavaggio. La 
macchina mungitrice (Tecnozoo impianti srl, Lodi, Italia) è dotata di sistema 
informatico in grado di: riconoscere ciascuna bovina nella posta di mungitura, 
segnalare eventuali situazioni di estro nella mandria grazie ai trasponder contapassi, 
quantificare il latte prodotto da ciascuna bovina, registrare i tempi di mungitura e 
calcolare la conducibilità elettrica del latte di ciascuna bovina. 
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La mungitrice dispone di un impianto di lavaggio automatico, attivo sia durante i vari 
momenti della mungitura, sia a fine mungitura per la pulizia finale di tutto l‟impianto 
di transito del latte, dai gruppi di mungitura fino alle cisterne frigorifere. Tramite 
un‟apertura sulla parete esterna della stanza del latte si accede al dispositivo 
automatico per la vendita del latte crudo. 
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4.2 Animali 
 
Nel presente studio sono state incluse 39 vacche adulte, per un totale di 156 quarti. 
Tutti gli animali erano di razza frisona italiana, dalla 1° alla 5° lattazione. 
 
4.3 Criteri di inclusione 
 
In questo studio sono state incluse le vacche cosiddette “fresche”, ossia quelle bovine 
che risultano essere in  lattazione da un periodo inferiore a 100 giorni, positive per 
almeno un quarto al CMT, ma in assenza di alterazioni all‟EOP dell‟apparato 
mammario. 
 
Il campionamento è stato eseguito sempre a partire dai 10 giorni dal parto per evitare 
di includere campioni con alterazioni dovute al fisiologico aumento della cellularità 
del latte che si ha nell‟immediato post-partum (Rosemberger, 1993; Bradley et al, 
2012; Ruegg e Erskine, 2015). 
 
4.4 Esame clinico 
 
Su ogni animale è stato eseguito un Esame Obiettivo Generale (EOG) e un Esame 
Obiettivo Particolare (EOP) per l‟apparato cardio-circolatorio, il gastro-enterico e il 
respiratorio. E‟ stato inoltre eseguito un EOP dell‟ apparato mammario. 
 
4.4.1 Esame obiettivo generale e particolare degli apparati cardio-circolatorio, 
respiratorio e digerente 
 
Come precedentemente detto, su ogni soggetto sono stati eseguiti esame obiettivo 
generale (EOG) e esame obiettivo particolare (EOP) degli apparati cardio-
circolatorio, respiratorio e digerente. Per la descrizione di tali manovre e procedure si 
rimanda alla bibliografia specifica (Stober, 1993a; Stober e Grunder, 1993; Stober, 
1993b). 
 
85 
 
4.4.2 Esame obiettivo particolare della mammella 
 
L‟EOP dell‟apparato mammario è stato eseguito su tutte le vacche incluse nello 
studio, ed è stato effettuato durante le operazioni di mungitura.  
 
In particolare sono state eseguite le procedure di ispezione, palpazione e valutazione 
clinica di ciascun quarto. Sono state, inoltre, annotate eventuali modificazioni di 
consistenza e volume degli stessi quarti, l‟eventuale presenza di dolore e calore, o 
l‟eventuale presenza di alterazioni a carico dei tessuti esterni della ghiandola. 
 
Contestualmente, sono stati inoltri valutati macroscopicamente i primi schizzi di latte 
su fondo scuro, al fine di evidenziarne eventuali alterazioni. 
 
4.5 Campionamento e analisi dei campioni 
 
Ogni quarto è stato campionato nella fase di pre-mungitura, durante la mungitura del 
pomeriggio, e i campioni di latte sono stati processati presso il Laboratorio di 
Microbiologia del Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa.  
 
4.5.1 Raccolta del campione 
 
Un campione di latte è stato raccolto da ciascun quarto di ciascuna bovina inclusa 
nello studio. I campioni di latte sono stati inseriti in provette Falcon® sterili e 
catalogati con numero animale + quarto anteriore sinistro (QASX), quarto anteriore 
destro (QADX), quarto posteriore sinistro (QPSX) e quarto posteriore destro 
(QPDX). Prima della raccolta del campione, sono stati valutati il grado di sporcizia 
di mammella e capezzolo; se giudicati non idonei, sono stati, successivamente, lavati 
con acqua corrente e asciugati accuratamente. Mammella e capezzolo sono stati 
disinfettati con delle salviette a base di clorexidina. 
Durante il prelievo, l‟operatore ha indossato dei guanti in lattice monouso al fine di 
evitare qualsiasi contaminazione.  
Sono stati eliminati i primi getti di latte all‟interno di un contenitore scuro, al fine di 
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poter evidenziare, come prima descritto, eventuali presenze di coaguli o flocculi. 
Inoltre, l‟eliminazione del primo latte munto esclude dal campionamento il latte 
contenuto nel dotto papillare che, essendo a contatto con l‟ambiente esterno, contiene 
molti più germi. 
 
Per ogni bovina sono stati campionati tutti e 4 i quarti, per un totale di 156 quarti 
analizzati. 
 
4.5.2 Analisi dei campioni 
 
Una volta giunto in laboratorio, ciascun campione di late è stato suddiviso in due 
aliquote: una prima aliquota è stata utilizzata per la valutazione del pH, mentre la 
seconda aliquota è stata utilizzata per l‟esame batteriologico. 
 
Per ciascun campione di latte sono stati valutati: 
1. California Mastitis Test (CMT); 
2. pH; 
3. Esame batteriologico. 
 
4.5.2.1 Esecuzione del CMT 
 
Nel presente studio è stata utilizzata una confezione da 5 litri di LEUCOCYTIS 
TEST (SACCO, Milano), una paletta di plastica con 4 pozzetti separati e una 
pipettatrice automatica per dosare il reagente. La procedura è molto semplice e 
soprattutto s‟inserisce perfettamente nelle normali procedure di mungitura, senza 
indurre complicazioni. 
Dopo la preparazione della mammella descritta in precedenza, i capezzoli vengono 
munti disperdendo una prima quantità di latte (dotto galattoforo). Quindi, si raccoglie 
un campione di latte da ciascun quarto. Ogni campione di latte proveniente da uno 
specifico quarto è posto in un singolo pozzetto della paletta, quindi a un quarto 
corrisponde un pozzetto. La corretta inclinazione della paletta permette la 
quantificazione del latte contenuto, che deve essere pari a 2 ml. Ad ogni campione di 
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latte vengono poi aggiunti 2 ml di reagente; tale miscela viene in seguito agitata 
lentamente per circa 10 secondi, tempo necessario per la rilevazione delle  variazioni 
cromatiche e di consistenza.  
 
4.5.2.2 pH  
 
Il valore del pH dei campioni di latte prelevati è stato misurato presso il Laboratorio 
di Microbiologia del Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa, mediante un 
pHmetro (GLP 21, Crison Instruments, Milano, Italia). Sono state eseguite due 
misurazioni per ciascun campione, ed è stata ottenuta poi la media matematica tra le 
due misurazioni. La media, quindi, è stata utilizzata per il calcolo della media totale 
± deviazione standard ottenuta sui 4 quarti. Per discernere vacche con mastite da 
vacche sane, abbiamo utilizzato come intervallo di riferimento fisiologico 6,6-6,8. 
 
4.5.2.3 Esame batteriologico 
 
Ciascun campione di latte è stato seminato tal quale su piastre di agar sangue (AS) 
per spatolamento superficiale, dopo aver subito una omogeneizzazione. 
L‟incubazione è stata effettuata alla temperatura di 37°C per 24 ore in condizioni di 
aerobiosi. 
Il campione di latte è stato raccolto in provette di plastica sterili monouso. Sulle 
provette era riportato il numero della bovina ed il capezzolo da cui era stato ottenuto 
il campione stesso; AD: anteriore destro; AS: anteriore sinistro; PD: posteriore 
destro; PS: posteriore sinistro.  
I campioni sono stati trasportati refrigerati al Laboratorio di Microbiologia del 
Dipartimento di Scienze Veterinarie di Pisa e sono stati processati entro 12 ore dalla 
raccolta.  
 
Semina su agar sangue (AS): alcuni batteri crescono su questo terreno formando 
aloni di emolisi; l‟emolisi può essere completa, incompleta o la risultante di 
entrambe. Le eventuali colonie sviluppatesi e caratterizzate da aloni di emolisi, 
parziale o totale, sono state in seguito sottoposte a colorazione di Gram e a 
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osservazione microscopica.  
Le colonie riconducibili per morfologia e affinità tintoriale a Stafilococchi o 
Streptococchi sono state valutate mediante il test della catalasi e quindi seminate su 
terreno selettivo opportuno.  
 
Prova della catalasi: la sintesi della catalasi è uno degli elementi che permette di 
distinguere i membri della famiglia delle Micrococcacee spp da quelli della famiglia 
delle Streptococcacee spp (Koneman et al, 1997). 
Da ogni piastra di Agar Triptosio è prelevata una colonia e stemperata in una goccia 
di soluzione al 3% di acqua ossigenata su un vetrino porta-oggetto. La comparsa 
immediata di bollicine (effervescenza) è indicativa della presenza di batteri catalasi-
produttori (Ottaviani, 1991). 
Nel caso di cocchi Gram positivi e catalasi positivi, la semina è stata eseguita su 
MSA (mannitol salt agar) e Baird Parker. Le piastre con MSA sono state incubate per 
48 ore a 37°C, quelle con Baird Parker per 24-48 ore a 37°C. 
Nel caso di microrganismi bacillari Gram negativi, la semina è stata fatta su: 
- terreni selettivi specifici quali VRBA (Violet Red Bile Agar) con incubazione 
a 37° per 24 ore: isolamento di coliformi e microrganismi appartenenti alla 
famiglia delle Enterobacteriaceae spp; 
- TBX agar (Triptone Bile X-glucuronide) con incubazione a 42°C per 24 ore: 
isolamento di Escherichia coli, Pseudomonas spp.; 
- Agar Base e incubazione a 37°C per 24 ore: isolamento di batteri appartenenti 
alla famiglia delle Pseudomonadaceae spp. 
 
Colorazione di Gram e osservazione al microscopio: la colorazione di Gram permette 
di dividere i batteri in due grandi gruppi: Gram-positivi e Gram-negativi. I Gram-
positivi si colorano in blu-violetto, mentre i Gram-negativi in rosso. Il diverso 
comportamento cromatico dei due gruppi è dovuto alla diversa composizione della 
parete cellulare.  
Le colonie da testare sono stemperate in acqua sul vetrino e fissate per mezzo del 
calore. Su queste vengono versate gocce di Violetto di genziana e lasciate agire per 3 
minuti. In seguito, dopo aver lavato con acqua il colorante in eccesso, si procede con 
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il liquido di Lugol per circa 1 minuto. Questo penetra all‟interno della cellula e fissa 
il Cristal-violetto producendo aggregati colorante-iodio e colorando i batteri si 
coloreranno di blu-porpora. Quindi, dopo un lavaggio con acqua, viene versato sul 
vetrino l‟alcool-acetone, lasciato poi agire per 30 secondi, con l‟effetto di allontanare 
il colorante in eccesso che non si è legato alla parete cellulare. A questo punto i 
batteri Gram-positivi appaiono colorati blu-porpora, mentre i Gram-negativi sono 
incolori. Dopo un successivo lavaggio con acqua, il vetrino viene ricoperto con 
Safranina, colorante rosso di contrasto, per 2 minuti e successivamente di nuovo 
lavato con acqua. A questo punto si procede all‟osservazione del vetrino al 
microscopio ottico con obiettivo a immersione (100X) dopo averlo asciugato con 
carta bibula. I batteri Gram-positivi appariranno colorati in violetto, perché hanno 
trattenuto il colorante primario (Ottaviani, 1991) e non hanno subito l‟effetto della 
Safranina, la quale non agisce sul preparato già colorato, mentre al contrario i batteri 
Gram-negativi appariranno di colore rosso. 
 
4.5.3 Analisi statistica 
 
I risultati sono stati espressi come prevalenze sul totale degli animali e dei quarti 
analizzati. 
Relativamente al pH è stata valutata la sua distribuzione mediante l‟utilizzo del test 
di Kolmogorov-Smirnov e successivamente è stato applicato un test di Spearman per 
valutare la presenza di correlazione fra i valori di pH del latte e i risultati dell‟esame 
batteriologico. 
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Nessuno dei soggetti inclusi presentava alterazioni o anormalità all‟esame clinico 
dell‟apparato mammario. 
Sul totale dei quarti campionati, 55/156 (35%) quarti erano positivi al CMT e 
101/156 (65%) quarti erano invece negativi. Sul totale degli animali, 25/39 (64%) 
erano positivi al CMT ad 1 quarto su 4, 13/39 (34%) erano positivi a 2 quarti su 4, 
1/39 (2%) era positivi a tutti e 4 i quarti. Nessun animale ha dimostrato positività a 3 
quarti al CMT.  
 
In totale, 16/39 (41%) soggetti erano positivi all‟esame batteriologico del latte, 
mentre 23/39 (59%) hanno dato esito negativo. Centotrentasette/156 (88%) quarti 
campionati sono risultati negativi all‟esame batteriologico, mentre 19/156 (12%) 
quarti sono risultati positivi. Di questi, 14/19 (74%) erano positivi per cocchi, 3/19 
(16%) erano positivi per bacilli e 2/19 (10%) erano positivi per entrambe le 
morfologie di microrganismi. Quattordici/19 (74%) microrganismi isolati sono stati 
identificati come Staphylococcus spp., 5/19 (26%) come Coliformi. 
Dall‟osservazione delle colonie di stafilococchi nate su terreno Baird Parker non è 
mai stata evidenziata la presenza di aloni di chiarificazione, motivo per il quale è 
possibile ricondurre tutti gli isolati a stafilococchi presuntivamente coagulasi 
negativi. 
Dei quarti positivi all‟esame batteriologico, 14/19 (74%) presentavano anche un pH 
alterato, mentre 5/19 (25%) avevano valori di pH nei range fisiologici. Dei 137 quarti 
negativi all‟esame batteriologico, 125/137 (91%) presentavano valori di pH entro i 
limiti fisiologici, mentre 12/137 (9%) presentavano alterazioni del pH. 
 
Trentaquattro/156 (22%) quarti analizzati presentavano valori di pH alterati, mentre i 
restanti 122/156 (78%) quarti avevano il pH entro i limiti fisiologici. Tutti i quarti 
con pH alterato (34/34) presentavano positività al CMT. 
I dati relativi al pH hanno dimostrato una distribuzione non Gaussiana. Il test di 
Spearman non ha evidenziato correlazioni statisticamente significative (p>0.05) fra i 
valori di pH e i risultati dell‟esame batteriologico.  
I risultati relativi alla valutazione del pH e all‟esame batteriologico dei quarti positivi 
al CMT di screening sono riportati in Tabella 5.1. 
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 Campione pH 
Agar 
sangue 
Morfologia Gram Catalasi Terreno Coagulasi Identificazione 
1 
Pdx 6,2±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
Adx 6,48±0,3 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
2 
Asx 7,36±0,6 Pos Bacilli (+) / / / Coliformi 
Pdx 6,91±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
3 
Adx 6,84±0,1 Neg / / / / / / 
Asx 6,88±0,2 Neg / / / / / / 
4 
Asx 6,82±0,5 Neg / / / / / / 
Pdx 6,78±0,3 Neg / / / / / / 
5 Asx 7,16±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
6 
Pdx 6,71±0,2 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
Psx 6,66±0,2 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
7 Psx 6,86±0,4 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
8 Adx 6,77±0,1 Neg / / / / / / 
9 Asx 6,94±0,3 Neg / / / / / / 
10 
Adx 6,8±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
Asx 6,68±0,2 Neg / / / / / / 
11 Adx 7,28±0,4 Neg / / / / / / 
12 
Pdx 6,77±0,1 Neg / / / / / / 
Adx 6,78±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
13 Pdx 6,86±0,3 Neg / / / / / / 
14 
Adx 7,36±0,2 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
Psx 6,88±0,1 Neg / / / / / / 
15 
Asx 7,11±0,1 Neg / / / / / / 
Adx 7,32±0,2 Neg / / / / / / 
16 A sx 6,89±0,1 Neg / / / / / / 
17 Adx 7,26±0,1 Neg / / / / / / 
18 Pool 6,83±0,3 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
19 Psx 6,78±0,1 Neg / / / / / / 
20 
Adx 7,04±0,4 Pos Bacilli (+) / / / Coliformi 
Psx 6,85±0,3 Neg / / / / / / 
21 Asx 6,83±0,3 Neg / / / / / / 
22 
Adx 6,72±0,5 Neg / / / / / / 
Asx 6,68±0,1 Neg / / / / / / 
23 
Asx 6,67±0,1 Pos Cocchi (+) (-) / Neg Staphylococcus spp 
Psx 6,94±0,1 Neg / / / / / / 
24 Adx 6,75±0,1 Neg / / / / / / 
25 Asx 6,77±0,3 Neg / / / / / / 
26 Psx 6,72±0,3 Neg / / / / / / 
27 Adx 6,93±0,1 Neg / / / / / / 
28 Pdx 6,81±0,2 Neg / / / / / / 
29 Psx 6,96±0,1 Neg / / / / / / 
30 Psx 6,79±0,3 Neg / / / / / / 
31 Asx 6,72±0,3 Pos Cocchi (+) (+) / Neg Staphylococcus spp 
32 Adx 6,83±0,2 Neg / / / / / / 
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33 Psx 6,75±0,1 Pos Cocchi (+) (+) BP Neg Staphylococcus spp. 
34 Pdx 6,86 Pos Bacilli (-) / / / Coliformi 
35 Pdx 6,59±0,1 Neg / / / / / / 
36 Adx 6,75±0,3 Neg / / / / / / 
37 Pdx 6,48±0,3 Pos Bac-cocc (-);(+) / VRBA / Coliformi 
38 
Asx 6,54±0,1 Neg / / / / / / 
Psx 6,48±0,1 Neg / / / / / / 
39 Psx 6,56±0,4 Pos Bac-cocc (+);(-) / / / Coliformi 
Tabella 5.1. Risultati relativi alla valutazione del pH e all’esame batteriologico dei quarti 
positivi al CMT di screening.  
Legenda - Asx: quarto anteriore sinistro; Adx: quarto anteriore destro; Psx: quarto posteriore 
sinistro; Pdx: quarto posteriore destro; BP: terreno Baird Parker; VRBA: terreno Violet Red 
Bile Agar; pos: positivo; neg: negativo. 
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La mastite continua ad essere uno dei problemi più rilevanti nel settore 
dell‟allevamento della bovina da latte (Ruegg, 2015c), incidendo direttamente e 
indirettamente sul bilancio economico delle aziende (Zecconi e Zanirato, 2013), 
tanto da essere definita a livello mondiale come la più devastante condizione 
patologica, in termini di perdite economiche (Kumar et al, 2010). 
L‟impatto economico di questa patologia è dovuto alla diminuzione diretta della 
produzione di latte, a una diminuzione della carriera produttiva degli animali e al 
decadimento delle qualità igieniche e reologiche del latte. Quest‟ultimo fattore è 
forse quello maggiormente incidente in un Paese come l‟Italia nel quale una parte 
consistente della filiera lattiero-casearia è basata sulla trasformazione del latte in 
prodotti a certificazione controllata come DOP e IGP e che spesso comportano delle 
procedure per la cui completa riuscita sono necessarie specifiche caratteristiche 
chimico-fisiche della materia prima (QdR Mastfield, 2014). 
La corretta individuazione dei soggetti con mastite clinica non presenta eccessive 
difficoltà e non risulta essere il problema primario delle aziende da latte, quanto la 
precoce e precisa identificazione delle bovine in corso di mastite subclinica (Pyorala, 
2003). Questo concetto è avvalorato dal fatto che, in corso di mastite clinica, sono 
presenti, oltre a massicce modificazioni del latte prodotto, anche alterazioni cliniche 
a carico dell‟animale stesso e della mammella, che rendono più semplice 
l‟identificazione dei soggetti interessati; al contrario, in corso di mastite subclinica, le 
uniche alterazioni che si possono riscontrare a carico dei soggetti, sono quelle 
relative alla modificazione microscopica della composizione del latte, fattore che 
rende decisamente più indaginosa l‟identificazione dei soggetti affetti (Viguier et al, 
2009; Risco e Melendez, 2011; Bradley et al., 2012; Ruegg e Erskine, 2015). 
I tradizionali metodi impiegati nella diagnosi della mastite, come ad esempio il 
CMT, gli esami colturali, la SCC, hanno generalmente un buon livello di sensibilità e 
specificità (Pyorala, 2003; Viguier et al, 2009; Reis e Lopes, 2014), ma presentano lo 
svantaggio di avere spesso lunghi tempi di attesa per le risposte e elevati costi di 
applicazione (Viguier et al, 2009; Bradley et al, 2012). Questa prospettiva, in Italia 
come nel resto del mondo, spesso scoraggia gli allevatori dal richiedere un controllo 
veterinario costante per il problema della mastite, preferendo l‟impiego di trattamenti 
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antibiotici a tappeto, spesso inconcludenti e deleteri nei confronti della sanità 
animale e della qualità del latte prodotto e, ancora più spesso, dannosi per la salute 
pubblica, incidendo direttamente sulla comparsa di fenomeni di resistenza da parte 
dei microrganismi coinvolti (Lanza et al, 2015; Ruegg, 2015c). CE! 
Alla luce di questa situazione, la spinta a trovare nuovi biomarkers correlati in 
maniera precoce e univoca alla mastite subclinica, e la necessità di sviluppare nuove 
tecniche che possano permettere una diagnosi precoce del problema, porta questo 
settore ad essere in continuo movimento verso nuove frontiere, ma ancora in fase di 
studio e ricerca (Viguier et al, 2009). Nonostante le prospettive future del settore, il 
gold standard per la diagnosi della mastite, rimane, ad oggi, l‟esame batteriologico 
eseguito sui campioni di latte, unica metodica considerata univoca nella definizione 
di campioni infetti e nell‟identificazione degli agenti coinvolti (Viguier et al, 2009; 
Risco e Melendez, 2011; Bradley et al, 2012; Deb et al, 2013; Ruegg e Erskine, 
2015). 
L‟intera popolazione oggetto dello studio non ha evidenziato anomali all‟EOP 
dell‟apparato mammario, ma solo alterazioni CMT. In base a questi risultati 
possiamo ipotizzare che le mastiti incontrate nella nostra popolazione, siano 
presumibilmente di natura subclinica. In assenza di segni clinici di mastite, le 
alterazione delle caratteristiche reologiche del latte sono state individuate dal CMT 
che, a conferma di quanto riportato in bibliografia, si conferma un ottimo test di 
screening in stalla per la mastite (Rosemberger, 1993; Pyorala, 2003; Bradley et al, 
2012; Ruegg e Erskine, 2015).  
I risultati relativi al pH dei campioni in esame, sono stati analizzati secondo la 
metodica di Spaerman per la ricerca di una correlazione tra valori alterati di pH e 
alterazioni dell‟esame batteriologico; i risultati di questo test non hanno evidenziato 
una correlazione statisticamente significativa (p>0,05) tra le due metodiche 
diagnostiche. Pertanto, a conferma di quanto riportato in letteratura, la valutazione 
del pH del latte non può essere considerato un buon metodo diagnostico, in quanto 
non correla col gold standard, rappresentato dall‟esame batteriologico (Rosemberger, 
1993; Viguier et al, 2009). 
In tutti i quarti positivi all‟esame batteriologico (19/156), il CMT risultava, mentre 
non tutti i quarti con CMT alterato sono risultati positivi all‟esame batteriologico. 
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Ciò può essere spiegato dal fatto che non solo i processi infettivi, ma anche numerosi 
altri fattori possano influenzare le caratteristiche reologiche del latte e provocare 
un‟alterazione del CMT. Fra questi fattori abbiamo ad esempio il momento della 
giornata con un aumento della SCC dalla mattina verso la sera (Bradley et al, 2012); 
il momento dell‟anno, in quanto è riportato un aumento della SCC nelle bovine 
durante i mesi estivi a fronte di quelli invernali (Zecconi e Zanirato, 2013); la 
freschezza del campione poiché il latte destinato ad essere testato dovrebbe essere 
munto sul momento, onde evitare risultati alterati (Bradley et al, 2012); 
l‟interpretazione dei risultati che possono essere soggetti a disaccordo  interpretativo 
a seconda dell‟operatore addetto all‟esecuzione (Viguier et al 2009); e la presenza di 
stimoli infiammatori non infettivi a carico della mammella esaminata, come nel caso 
di traumi lievi, mungiture incomplete o contatto con sostanze irritanti (Zecconi e 
Zanirato, 2013). In base a questi risultati, si può confermare che i limiti dell‟utilizzo 
del CMT siano l‟inclusione di una percentuale di soggetti falsi positivi 
(Rosemberger, 1993; Pyorala, 2003; Viguier at al, 2009; Bradley et al, 2012; Zecconi 
e Zanirato, 2013) e che l‟esame batteriologico dei campioni di latte si confermi come 
il gold standard diagnostico per la determinazioni di processi infettivi a carico della 
mammella (Rosemberg, 1993; Ruegg e Erskine, 2015). 
La popolazione batterica maggiormente isolata dai campioni positivi all‟esame 
batteriologico è risultata quella degli Stafilococchi, in accordo con la letteratura 
disponibile al riguardo, che li ritiene tra i principali agenti eziologici coinvolti nelle 
mastiti di tipo subclinico e ambientale e che risultano essere uno dei maggiori 
problemi per le aziende da latte (Zecconi e Zanirato, 2013; Qdr Mastfield, 2014; 
Ruegg e Erskine, 2015). La prova della coagulasi è risultata negativa per la maggior 
parte dei campioni di latte positivi all‟esame batteriologico, confermando 
ulteriormente che la popolazione batterica degli Stafilococchi fosse la maggiormente 
rappresentata. Questi risultati sono in linea con la letteratura che riporta una 
maggiore frequenza di mastiti bovine “ambientali”, tra cui i maggiori responsabili 
sono proprio gli stafilococchi coagulasi negativi (Zecconi e Zanirato, 2013; Qdr 
Mastfield, 2014; Ruegg e Erskine, 2015). 
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